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RESUME : 
La synthèse d’oligosides complexes et glycoconjugués reste difficilement réalisable par voie chimique, freinant 
ainsi l’exploitation de ces molécules à grande échelle. Le recours aux catalyseurs enzymatiques apparaît comme 
une alternative prometteuse mais les enzymes naturelles ne présentent pas toujours les propriétés adéquates, en 
particulier sur le plan de leurs spécificités, pour être intégrées dans des voies de synthèse chimio-enzymatiques. 
Le défi de cette thèse a consisté à mettre à profit les techniques d’ingénierie enzymatique pour concevoir des 
glyco-enzymes déployant de nouvelles spécificités, produire à façon des intermédiaires de synthèse chimique et 
ouvrir la voie à de nouveaux procédés d’obtention d’oligosides d’intérêt thérapeutique. Il s’agissait de 
développer de nouvelles transglucosidases capables de glucosyler des dérivés de la N-acétyl-D-glucosamine et du 
L-rhamnose pour produire des disaccharides n’existant pas dans la nature mais pouvant entrer dans une voie de 
synthèse chimique destinées à synthétiser des haptènes oligosaccharidiques mimant les motifs antigéniques des 
lipopolysaccharides des sérotypes 1b et 3a de Shigella flexneri. A terme, l’objectif est de développer un vaccin 
multivalent de troisième génération contre ces pathogènes, responsables du décès de milliers de personnes 
chaque année dans le monde. 
 
Pour relever ce défi, nous avons tout d’abord évalué le potentiel de quatre glucane-saccharases sauvages, 
spécifiques de la synthèse de liaisons osidiques distinctes, à glucosyler les accepteurs cibles. Les résultats 
obtenus ont montré qu’aucune des enzymes testées ne catalysait efficacement la réaction attendue. Cette étude 
préliminaire a cependant permis de sélectionner l’amylosaccharase de Neisseria polysaccharea, comme enzyme 
candidate au développement de biocatalyseurs à stéréo- et régio-spécificités contrôlées. Le remodelage du 
catalyseur a été guidé par l’analyse des modèles des complexes enzyme:accepteur. Sept acides aminés situés 
dans le site de fixation de l’accepteur (sous-site +1) ont été identifiés et individuellement remplacés par les 19 
acides aminés possibles par mutagénèse dirigée. Une banque de 133 mutants a été créée qui renfermait 43 
mutants d’intérêt pour les réactions de glucosylation considérées. Notamment, le mutant I228Y a révélé une 
toute nouvelle régio-spécificité vis-à-vis de l’α-methyl L-rhamnopyranose. Il s’agit du premier exemple de 
création de nouvelle spécificité pour les enzymes de cette famille et plus largement pour des α-transglycosidases. 
Le mutant F290K, également isolé dans cette première librairie, s’est montré capable de glucosyler l’α-allyl N-
acétyl-D-glucoamine avec une efficacité catalytique 130 fois plus élevée que celle observée avec l’enzyme 
sauvage. Ces deux nouvelles enzymes ont été employées pour la synthèse des disaccharides ciblés et la 
validation de la voie chimio-enzymatique proposée pour la synthèse des haptènes saccharidiques. 
Cette stratégie a été poursuivie par la construction de banques de double-mutants permettant de générer une 
diversité plus importante, focalisée sur ces positions, et rechercher des effets synergiques entre les différentes 
mutations pour améliorer la réaction de glucosylation des accepteurs cibles. Vingt double-mutants ont pu être 
ainsi identifiés. 
 
 
MOTS CLES : 
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vaccins synthétiques, N-acétyl-D-glucosamine et L-rhamnose. 
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 SUMMARY: 
 
The difficult access to complex carbohydrates and glycoconjugates by chemical synthesis impairs their 
development on a large scale. Therefore, the use of biocatalysts appears as an appealing alternative, yet poorly 
exploited in spite of the fast-growing development of engineering technologies allowing the search and the 
construction of better performing enzymes, displaying novel specificities. 
The objective of this thesis aimed to apply enzyme engineering techniques to conceive novel glyco-enzymes 
well-adapted for the glucosylation of naturally non- or poorly recognized molecules (N-acetyl-D-glucosamine 
and L-rhamnose derivatives fulfilling the subsequent chemical step requisites). The glucosylated motives 
obtained via the enzymatic route, and corresponding to the serotype-specific branched α-D-glucopyranosyl 
linkages of Shigella flexneri 2a, 1b and 3a, are subsequently elongated through a chemical synthetic pathway to 
synthesize the antigenic oligosaccharides. This chemo-enzymatic road could open the way to oligosaccharide 
haptens at low cost, that could in the future be used in the development of a third-generation vaccine against S. 
flexneri 1b and 3a. 
In a first study, we have evaluated the potential of four wild-type glucansucrases, specific for the synthesis of 
distinct osidic linkages, to glucosylate both types of targeted acceptors. Our preliminary results demonstrated 
that none of the tested glucansucrases allowed an efficient glucosylation of the target acceptors with the desired 
linkage specificity. 
On the basis of these results, amylosucrase from Neisseria polysaccharea was chosen as a candidate enzyme for 
the development of biocatalysts with controlled stereo- and regio-specificities that could enable the glucosylation 
of both types of acceptors of interest. A semi-rational approach based on the engineering of the acceptor binding 
site (subsite +1) was undertaken to evolve this enzyme. By individually exploring 7 positions of the active site 
using site-directed mutagenesis, the strategy led to the isolation of 47 mutants of interest for the considered 
glucosylation reactions (over the 133 generated mono-mutants) and to the identification of 2 key positions (228 
and 290). Noteworthy, I228Y mutant displayed an entirely novel regio-specificity towards the α-methyl L-
rhamnopyranose and in the presence of allyl N-acetyl-D-glucosamine, F290K mutant permitted a 130 fold 
enhancement of catalityc efficiency compared to wild-type amylosucrase. 
This strategy was further pursued with the construction of double-mutant libraries enabling the generation of an 
enlarged diversity, focused on the identified positions, to investigate the synergistic effects between the different 
mutations in order to improve the glucosylation reactions of the target acceptors. Twenty double-mutants were 
thus identified. 
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Au cours de ces presque quatre années de thèse, mes deux plus belles découvertes ont été mon 
engouement pour la recherche appliquée et ma passion pour la montagne pyrénéenne. Recherche, 
plutôt la semaine et montagne, plutôt le week-end.  Aussi, je ne peux résister à l’idée de les 
associer symboliquement dans un p’tit récit de thèse et dans les remerciements qui 
l’accompagnent…. 
 
Alors que je m'apprête à partir sur la HRP qui traverse les Pyrénées de l'Atlantique à la 
Méditerranée, je me rends compte que ce voyage-là, je l'ai déjà un peu vécu : 
Nous sommes parties, mon enzyme et moi, un jour d’octobre 2004, depuis un milieu aqueux et 
riche en NaCl certes, mais drôlement agité : l’Océan Atlantique. Direction : la mer Méditerranée, 
une destination de rêve pour que mon enzyme puisse Rhamer et NAGer un peu plus à sa guise. Un 
pari dingue, cette transpyrénéenne de l’AS ! 
Je me suis, donc mise en route, avec mon enzyme, pleine d’enthousiasme pour cette aventure qui 
s’annonçait passionnante. Une foule d’itinéraires possibles germaient déjà dans ma tête. 
Itinéraires qui se sont modifiés, affinés, remodifiés, grâce notamment aux précieux conseils que 
j’ai pu recevoir au fil du parcours. Parfois, nous nous sommes engagées dans une voie sans issue 
et nous avons du renoncer pour mieux changer de route. D’autres fois, ce sont les curiosités des 
lieux qui nous ont fait dévier du chemin. Au cours de cette traversée, il y a eu des moments 
éprouvants, de belles tempêtes, que j’ai pu essuyer en me réfugiant dans les Kfêts qui jalonnaient 
le parcours. Un lieu de ravitaillement inédit, avec des gâteaux au goût indescriptible. Il y eu aussi 
ces moments de doute, qui s’effaçaient lors de rencontres avec d’autres « accompagnateurs 
d’enzyme ». Certains faisaient route en sens inverse, parce que leur enzyme avait envie de surfer. 
Et puis il y a eu ces moments intenses, lorsque de magnifiques pics chromatographiques se 
déployaient devant mes yeux. On pouvait apercevoir, au loin, la mer Méditerranée!!!  
 
Ces quatre années ont été une succession d’étapes riches en expériences et en émotions, une 
alternance de passage entre vallées et sommets. Une période formidablement enrichissante, aussi 
bien scientifiquement que personnellement. Aussi je voulais remercier toutes les personnes qui 
m’ont aidé à réaliser cette belle traversée, à tracer mon itinéraire, à franchir cols et sommets pour 
arriver à destination avec l’AS. 
 
Je tiens tout d’abord à remercier Bruno Canard, Philippe Minard et Antoni Planas pour avoir 
accepté d’être rapporteurs de cette thèse. Merci pour votre enthousiasme pour le manuscrit. Un 
merci tout particulier à Antoni pour m’avoir fait découvert le monde des enzymes espagnoles, 
pour m’avoir présenté à mon futur directeur de thèse et pour tes nombreux conseils lors de ton 
séjour à Toulouse. 
 
Merci à Pierre, mon directeur de thèse, pour m’avoir accueillie dans l’équipe « Enzymo », pour 
m’avoir proposé ce sujet de thèse et avoir été présent dans les étapes importantes. Merci, Pierre, 
pour votre confiance, votre dynamisme et votre bonne humeur quotidienne.  
 
Merci à Magali, Isabelle et Sandrine pour m’avoir encadré pendant cette thèse et pour avoir 
contribué, chacune à votre manière à l’avancée de cette thèse. Merci d’avoir partagé ces beaux 
moments, et d’avoir été compréhensives quand le ciel était voilé. 
Merci Magali, pour ton enthousiasme scientifique contagieux et pour y introduire tout plein 
d’humanité. Merci de toujours y croire quand, moi, j’ai plus vraiment envie d’y croire… 
Merci Isa, pour m’avoir montré le début de la route semi-rationnelle. Sans toi, j‘en serais encore à 
essayer de modéliser ces sucres autour du Mont Perdu. Merci pour ton précieux soutien, pour ta 
disponibilité de tous les instants et pour tout ce que tu m’as appris tout au long du chemin. Merci 
1000 fois ! 
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Merci Sandrine, pour ton immense aide pour l’attribution de tous ces pics qui formaient les 
massifs de Ramougn, Maladeta et Néouvielle. Merci pour ta patience. 
Merci à toute l’équipe « Enzymo », qui ont fait du LISBP un endroit où j’ai adoré venir travailler 
(quasi ☺) tous les jours pendant ma thèse. Merci pour la chaleur humaine qui irrigue cette équipe. 
Merci pour tous ces instants Kfêts où nous avons refait 1000 fois le labo ….et autant de fois le 
monde! 
Un merci tout particulier à Claire, pour avoir amené l’AS jusqu’en mer rouge, une mer encore 
plus paisible. Merci d’avoir partagé cette dernière année-paillasse avec moi. C’était tellement 
mieux d’être à deux. Merci, c’est super agréable de travailler avec toi. 
Merci Marie-Sophie et Albert, de m’avoir accompagné sur un ptit bout de chemin. Merci pour 
votre aide, merci pour avoir ouvert d’autres sentiers. 
Merci Sandra, pour avoir pris le temps de me montrer tout plein de choses pendant ma thèse et 
toujours avec le sourire. Merci pour ton écoute et ta bonne humeur qui font du bien ! 
Merci Stef pour tes conseils éclairés sur les secrets cachés de la Biomol et sur tout ce qui est 
goggleisable. 
Merci Régis et Vincent pour toutes vos petites attentions (…et les chips dans les tiroirs ☺) 
Et merci, à mon plus fidèle compagnon de travail, l’HTC, pour n’avoir jamais défailli devant la 
cadence infernale que tu as du subir ! 
 
Ce travail n’aurait certainement pas pris cette dimension sans cette collaboration avec l’Institut 
Pasteur et le CERMAV et sans toutes ces réunions entre Grenoble, Paris et Toulouse… Merci 
Laurence, Julien, Karine, Hugues, Carole, Sami, Sylvie, Armelle et Farida pour toutes nos 
discussions autour du rétro. 
Merci, Laurence, pour être à l’initiative de ce très beau projet, qui a donnait tout son sens à cette 
traversée. Merci d’avoir coordonné OPTIGLUC avec autant d’enthousiasme. Merci pour tous les 
échanges fructueux. 
Merci Julien et Karine d’avoir purifié les immondes mélanges de disaccharides qu’on vous a 
envoyé.  
 
Je voudrais également remercier à tous mes adorables amis pour ces moments privilégiés qu’on a 
partagés ensemble à Toulouse, en montagne ou aux quatre coins du monde. Merci pour votre 
fantaisie, votre fraicheur et votre simplicité. Merci pour nos délires, nos fous-rires, nos moments 
remonte-moral et notre complicité.  
Merci  Alice, Cécile, Constantin, Céline, Eme, Estelle, Hélène K., Hélène V., Isa, Jess, Lolotte, 
Laurette, Nico, Olive, Rémi, Vincent …Merci pour cette amitié très précieuse. 
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Le sujet de cette thèse s’inscrit dans un programme de recherche, dont la finalité est le 
développement de vaccins anti-bactériens multivalents, destinés à prévenir la shigellose. 
Cette maladie, plus connue sous le nom de dysenterie bacillaire, est causée par Shigella, une 
entérobactérie Gram négatif, et est à l'origine d’environ un million de décès chaque année. La 
mise au point d’un vaccin contre la shigellose doit concilier les critères de sécurité définis par les 
autorités de la santé et les contraintes humaines (populations concernées : pays en voie de 
développement et enfants en bas âge) et économiques (coût de développement) liées à son 
application. Dans ce contexte, les constructions cibles retenues dans ce programme de recherche 
sont des vaccins polyosidiques-conjugués chimiquement définis. De manière générale, les 
composantes osidiques (haptènes) des vaccins glycoconjugués sont des oligosides synthétiques 
mimant les déterminants antigéniques portés par les polyosides (PS) de surface des bactéries. Ces 
antigènes polyosidiques sont les cibles majeures de la réponse immune protectrice. Le concept de 
ces vaccins dits  «de troisième génération» a été récemment validé, en 2004, par la 
commercialisation du premier vaccin de cette catégorie (anti-Hib)1. Concernant Shigella, la 
synthèse par voie chimique d’haptènes osidiques a permis d’élaborer un glycoconjuqué à potentiel 
vaccinal prometteur contre les infections de Shigella flexneri sérotype 2a2. Cette démarche, si elle 
est appliquée aux sérotypes les plus virulents de Shigella, permettrait d’élaborer à terme un vaccin 
multivalent à large spectre. 
 
C’est dans ce cadre que s’inscrit le projet «OptiGluc», soutenu en 2005 par l'Agence Nationale de 
la Recherche et dans lequel s'intègre la présente thèse. Ce projet multidisciplinaire coordonné par 
l’Institut Pasteur a pour objectif d’étendre la démarche développée pour le sérotype 2a de Shigella 
flexneri aux sérotypes 1b et 3a, espèces également prévalentes et responsables de la forme 
endémique de la shigellose. Il propose plus particulièrement d’ouvrir un nouvel accès aux 
oligosides complexes en mettant en jeu des voies de synthèse chimio-enzymatiques originales 
des haptènes cibles (1b et 3a). Le principal obstacle du procédé de synthèse de ce type d’antigènes 
se situe au niveau des réactions de glucosylation, difficilement réalisables par voie chimique. 
L’alternative proposée pour lever ce verrou consiste à réaliser cette réaction via des glyco-
enzymes, en l’occurrence des glucane-saccharases natives ou construites « à façon » de manière à 
satisfaire les exigences de la voie de synthèse proposée par les chimistes. Nos travaux ont donc 
été consacrés au développement de cette étape enzymatique et sont présentés dans ce manuscrit. 
 
L’ingénierie des glucane-saccharases des familles 13 et 70 des glycoside-hydrolases constitue une 
des thématiques majeures du groupe de Catalyse et Ingénierie Moléculaire EnzymatiqueS 
(CIMES) du Laboratoire d'Ingénierie des Systèmes Biologiques et des Procédés de l'INSA de 
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Toulouse. Ces transglucosidases possèdent des spécificités réactionnelles variées par le type de 
liaisons synthétisées, la taille des produits formés ou encore le spectre d’accepteurs reconnus et 
renferment des potentialités remarquables pour la synthèse de glycoconjugués de structure définie. 
Le défi majeur du projet de cette thèse consiste à mettre en œuvre les technologies d’ingénierie 
enzymatique disponibles pour créer des outils enzymatiques déployant de nouvelles spécificités 
autorisant la glucosylation de molécules naturellement peu ou non reconnues, et produire à 
façon des synthons intervenant dans la voie de synthèse chimio-enzymatique des haptènes de 
série 1b et 3a. Dans notre cas, il s’agira de glucosyler des dérivés de la N-acétyl-D-glucosamine 
et du L-rhamnose, porteurs de groupements protecteurs, qui permettront de poursuivre par voie 
chimique l'élongation des oligosaccharides antigéniques ciblés. 
 
Dans l’étude bibliographique (CHAPITRE I), les deux premières parties ont pour objectif de 
familiariser le lecteur aux thématiques abordées par ce projet de recherche alors que la 
troisième partie est focalisée sur les éléments bibliographiques se rapportant au 
développement de l’étape enzymatique.  
Aussi, la première partie exposera les progrès accomplis dans la mise au point de vaccins, plus 
particulièrement de ceux basés sur les antigènes saccharidiques qui ont récemment abouti à des 
vaccins «de troisième génération ». La deuxième partie, portant sur notre modèle d’étude, Shigella, 
fera l'état des connaissances acquises sur cette bactérie qui ont permis d’orienter les recherches 
vers des stratégies vaccinales plus adaptées. Enfin, la troisième partie sera consacrée à la 
présentation des glucane-saccharases et des techniques d’ingénierie envisageables pour remodeler 
ces enzymes. 
A la suite de ce chapitre, nous détaillerons la stratégie envisagée pour l'ingénierie de 
catalyseurs enzymatiques intervenant dans la synthèse des haptènes 1b et 3a. 
 
Nous avons choisi de présenter les principales avancées réalisées au cours de cette thèse sous la 
forme de publications rédigées en anglais, dans un esprit de concision et afin d’en faciliter la 
divulgation. Le CHAPITRE II décrit les travaux initiaux portant sur la glucosylation des accepteurs 
cibles par un panel de glucane-saccharases de spécificités différentes, produites sous forme 
recombinante. Cette étude préliminaire nous a amenés à retenir l’amylosaccharase de Neisseria 
polysaccharea, comme enzyme modèle candidate à la mise en œuvre d'une stratégie raisonnée 
d'ingénierie pour l'optimisation de la réaction de glucosylation des deux accepteurs ciblés. Le 
CHAPITRE III fait la démonstration du potentiel de la stratégie d’ingénierie semi-rationnelle 
adoptée. Fondée sur la modélisation de complexes de l’amylosaccharase avec les produits de 
glucosylation attendus, cette stratégie a permis de guider avec succès la construction de banques 
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de variants adaptés à la voie de synthèse chimio-enzymatique envisagée. Enfin, le dernier chapitre 
est consacré à la poursuite de la recherche de variants améliorés par des techniques de 
recombinaison nécessitant le développement de nouvelles méthodes de criblage.
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PARTIE I : LES VACCINS BASÉS SUR LES ANTIGÈNES 
SACCHARIDIQUES 
 
Le principe de la vaccination consiste à administrer à l’organisme un principe actif qui 
déclenche une réponse et une mémoire immunitaire contre un agent pathogène. En cas 
d'infection réelle, le système immunitaire mobilisera plus rapidement ses défenses spécifiques 
contre ce même pathogène et protégera efficacement l’organisme. Depuis le lancement en 1974 
du Programme Elargi de Vaccination (PEV), les campagnes de vaccination entreprises dans le 
monde entier ont permis de sauver des millions d’individus. Cependant, les maladies infectieuses 
restent une des principales causes de mortalité à l’échelon mondial et sont encore responsables 
d’environ 15 millions de décès annuels sur un total de 57 millions. Nombre de maladies 
infectieuses subsistent, en partie parce que l’efficacité du vaccin existant a été surestimée, s’est 
estompée au fil du temps (l’agent infectieux s’étant adapté par mutation à son environnement) ou 
tout simplement parce qu’aucun vaccin contre l’agent infectieux (comme le parisitisme du 
paludisme) n’a encore été trouvé. A cela, s’ajoute l’apparition de maladies émergentes (comme le 
SIDA, le SRAS, et la grippe aviaire). Pour éradiquer ces fléaux, la découverte de nouveaux 
vaccins et l’élaboration de nouvelles stratégies vaccinales s’avèrent primordiales. Cette première 
partie a pour objectif d’exposer sommairement les avancées accomplies dans la conception de 
vaccins et de présenter les approches vaccinales disponibles ou envisageables à ce jour. Elle 
s’étendra davantage sur les vaccins basés sur les antigènes saccharidiques, puisqu’ à terme, c’est 
dans cette finalité que s’inscrit le sujet de cette thèse.  
 
A. Des vaccins traditionnels aux nouvelles générations de vaccins 
A.1. Vaccins traditionnels 
 
L'histoire de la vaccination a commencé à la fin du XVIIIème siècle avec les travaux du britannique 
Edward Jenner. Jenner constata que les fermiers contaminés par un virus bovin appelé vaccine 
(variole de la vache) développaient une réaction dermatologique mais ne contractaient jamais la 
variole humaine. Il imagina une pratique systématique de la vaccination. En 1796, il inocula le 
contenu d'une pustule prélevée sur la main d'une servante atteinte de la vaccine à un garçon de 8 
ans et vérifia ainsi le pouvoir protecteur de la vaccine contre la variole. 
Après la découverte de Jenner qui était basée sur un fait exceptionnel (l'immunisation envers une 
maladie humaine par un virus responsable d’une maladie animale), les travaux de Louis Pasteur 
marquèrent le début de l’ère des vaccins modernes. Avec ses collaborateurs, Louis Pasteur 
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découvrit que certaines bactéries, responsables du choléra des poules perdaient leur virulence 
après plusieurs semaines, ou exposition à des conditions défavorables. Il observa que des animaux 
inoculés avec ces bactéries ne développaient pas la maladie et se trouvaient même protégés contre 
une infection future avec l’agent pathogène virulent. C’est ainsi que le concept de vaccination, 
basé sur l’emploi de germes pathogènes atténués prit naissance. Appliquant ce principe à 
d’autres maladies animales puis à la rage, il sera à l’origine de la mise au point du premier vaccin 
antirabique en 1885.  
De nombreux vaccins reposent encore de nos jours sur l’utilisation de micro-organismes 
vivants atténués (rougeole, rubéole, varicelle et fièvre jaune). L’atténuation des souches 
virulentes est obtenue par voie chimique, par passage prolongé du pathogène virulent dans divers 
hôtes, ou en faisant croître l’agent pathogène dans des conditions de culture anormales. Ce dernier 
procédé permet de sélectionner les mutants qui sont les mieux équipés pour une croissance dans 
des conditions différentes de celles rencontrées dans l’hôte naturel et par conséquent, sont moins 
capables de croître au sein de celui-ci. Ces vaccins sont principalement dirigés contre des virus et 
non contre des bactéries. En effet, il n’existe qu’un seul vaccin anti-bactérien de ce type largement 
utilisé chez l’homme, le vaccin contre la tuberculose ou B.C.G. (Bacille de Calmette-Guérin) dont 
l’efficacité est d’ailleurs controversée. 
L’autre approche classique employée pour la production de vaccins consiste à utiliser des micro-
organismes tués (ou inactivés). L’agent pathogène, inactivé par la chaleur ou plus communément 
par des traitements chimiques comme le formaldéhyde (employé pour les vaccins contre la 
poliomyélite (Salk) et la coqueluche) ou divers agents alkylants, est alors incapable de se 
répliquer chez l’hôte. Tout comme les vaccins atténués, les vaccins inactivés doivent être capables 
de simuler une infection naturelle et déclencher une réponse immunitaire. Il est donc extrêmement 
important, au cours de l’inactivation, de maintenir la structure des antigènes de surface qui seront 
reconnus par le système immunitaire. Plusieurs vaccins viraux (contre la grippe, l’hépatite A et B, 
l’encéphalite à tiques et japonaise, et la rage) et bactériens (contre la leptospirose et le choléra) de 
ce type sont commercialisés actuellement. 
Les vaccins, utilisant des organismes pathogènes entiers, présentent néanmoins des inconvénients 
en termes de difficultés de mise au point, d’efficacité, de sécurité et de coût de production. 
Ne nécessitant généralement qu’une seule et faible dose, les vaccins vivants atténués sont plus 
efficaces que les vaccins tués pour lesquels des rappels réguliers contenant une masse importante 
de pathogènes et d’adjuvants sont nécessaires pour maintenir l’état immun de l’hôte. Ces rappels 
expliquent leur coût de production plus élevé. D’autre part, atténuer ou éliminer la virulence d’un 
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agent infectieux en conservant ses capacités immunogènes peut s’avérer extrêmement long, voire 
impossible. A titre d’exemple, 13 ans ont été nécessaires pour qu’une souche de Mycobacterium 
bovis se soit adaptée à croître sur un milieu contenant de la bile en concentrations croissantes et 
soit alors suffisamment atténuée pour être utilisable comme vaccin contre la tuberculose humaine 
(seul vaccin disponible actuellement en France). Utilisé depuis 85 ans, ce vaccin, dont l’efficacité 
(estimée à 50% chez l’adulte) a été vivement critiquée ces dernières années, ne peut enrayer la 
transmission de la maladie à l’échelle mondiale. Cette année, l’administration de ce vaccin 
jusque-là obligatoire en France a été suspendue. Enfin, il se peut aussi qu’un virus atténué 
redevienne pathogène ou soit contaminé par d’autres virus présents lors de la production du 
vaccin, (cas du vaccin Sabin contre la poliomyélite) ou enfin, qu’un vaccin inactivé contienne des 
pathogènes qui n’ont pas été tués lors du traitement (cas du vaccin Salk). Du fait d’une 
composition difficilement contrôlable, ces vaccins présentent toujours des risques d’effets 
secondaires, pas toujours prévisibles et tolérables par l’organisme.  
A.2. Nouvelles générations de vaccins 
Ces 20 dernières années, les progrès scientifiques acquis dans les domaines de l’immunologie, 
de la microbiologie, de l’analyse structurale et de la biologie moléculaire ont permis de mieux 
comprendre les mécanismes de multiplication des agents pathogènes et du déterminisme de leur 
virulence, d’identifier les facteurs responsables de leur caractère antigénique et finalement 
d’analyser plus finement la réponse immune anti-infectieuse. Ainsi, de nouvelles stratégies 
vaccinales sont proposées en complément plutôt qu’en remplacement des approches 
traditionnelles3 .  
- La première voie, la moins utilisée, consiste à créer de nouvelles souches mutantes de 
microorganismes pathogènes totalement inoffensives. Il s’agit d’inactiver ou d’éliminer les gènes 
impliqués dans la virulence du pathogène. On parle alors de vaccins vivants atténués par génie 
génétique. 
- La seconde, plus courante, ne retient de l’agent pathogène qu’une fraction immunogène de 
celui-ci, préalablement identifiée comme majeure pour l’utiliser comme vaccin. 
 
Habituellement, les immunogènes viraux majeurs correspondent à des (glyco)protéines de 
structure, de la capside (composant interne des virus) ou de l’enveloppe. Les immunogènes 
bactériens, étudiés depuis plus longtemps, sont de nature saccharidique ou protéique. Pour les 
immunogènes de type saccharidique, on distingue principalement les polysaccharides capsulaires 
(PC) (antigène K ou Ag-K), les lipopolysaccharides (LPS) (antigène somatique ou antigène O 
ou Ag-O) ou les lipooligosaccharides (LOS), constituants des parois bactériennes. Les 
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immunogènes protéiques sont les protéines de pili et de flagelles (antigène H ou Ag-H) ainsi que 
les exotoxines bactériennes. L’identification de ces structures antigéniques combinée à 
l’utilisation des nouvelles technologies a ouvert de nouvelles portes aux stratégies vaccinales qui 
se distinguent selon le mode de présentation de ces immunogènes au système immunitaire. On 
distingue : 
• les vaccins sous unités (vaccins inertes) : Les antigènes sont obtenus soit en fractionnant le 
pathogène et en conservant uniquement les parties immunogènes, soit en le produisant in vitro par 
des techniques de génie génétique (antigène recombinant). Les sous fractions peuvent également 
être synthétisées par synthèse chimique, par exemple. Lorsque les fragments antigéniques sont de 
courte taille (dénommés alors haptènes) ou sont formés par des sucres, il est très souvent 
nécessaire de les coupler chimiquement à une molécule porteuse (anatoxine tétanique ou 
diphtérique) pour les rendre immunogènes. Il s’agit alors de vaccins conjugués.  
• les vaccins utilisant des vecteurs recombinants  (vaccins vivants) : Les gènes codant 
pour les principaux antigènes du pathogène sont introduits dans d’autres 
microorganismes « vecteurs » (généralement dans des virus atténués ou bactéries) capables de se 
répliquer au sein de l’hôte et d’exprimer le produit du gène du pathogène à leur surface ou de les 
sécréter dans le milieu extérieur. Ces « microbes présentoirs » sont des vaccins mixtes puisqu’ils 
permettent de vacciner à la fois contre le vecteur et contre le virus ou la bactérie dont ils 
présentent les antigènes au système immunitaire. 
• les vaccins de délivrance de l’antigène par des vecteurs « non-réplicatifs » ou sans 
vecteur (vaccins intermédiaires) : Les gènes codant pour l’antigène étranger au système 
immunitaire sont cette fois-ci délivrés par l’intermédiaire de vecteurs viraux incapables de se 
multiplier (« enveloppes vides »), ou sous forme d’ADN nu par injection intra-musculaire ou 
par « bombardement » de particules sous la peau. Ces vaccins sont inertes au sens où ils ne se 
multiplient pas dans l’organisme mais ils présentent l’antigène au système immunitaire sous sa 
forme native. 
La découverte de nouveaux antigènes cibles utilisables à des fins vaccinales est aujourd’hui 
largement facilitée par les outils de la génomique4 qui permettent de déterminer la séquence 
génomique complète d’un agent pathogène en quelques semaines voire quelques jours. A ce titre, 
la vaccinologie inverse ou « reverse vaccinology5 » peut remédier aux lacunes de la vaccinologie 
classique qui traite uniquement des pathogènes cultivables in vivo et n’identifie que les antigènes 
les plus abondants. Cette approche vaccinale débute, in silico, en utilisant les séquences de 
génomes microbiens plutôt que le pathogène lui-même. Il s’agit d’identifier et de caractériser, 
les gènes codant pour tous les antigènes potentiels (de l’ordre de la centaine), d’analyser leur 
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localisation et le niveau d’expression des protéines correspondantes. Les candidats antigènes les 
plus prometteurs sont, par exemple, exprimés à haut-débit chez E. coli et leur immunogénicité est 
évaluée. Selon les estimations, deux ans suffiraient alors pour développer un vaccin alors que la 
vaccinologie actuelle nécessite un délai de temps très long, de 5 à 15 ans (FIGURE 1). Une des 
limites de cette approche est son incapacité à identifier des antigènes autres que protéiques tels 
que les composés saccharidiques. 
 
FIGURE 1| Représentation schématique des étapes essentielles pour la mise au point d’un vaccin par la 
vaccinologie classique et de la vaccinologie inverse. 
(D’après Rapuoli et coll. 5) 
Ces nouveaux vaccins offrent des perspectives très prometteuses puisque nombre d’entre eux ont 
déjà fait leur preuve, atteignant le stade de la commercialisation (vaccins recombinants, sous-
unités et conjugués). Quant aux autres, ils sont soumis à des essais cliniques sur des modèles 
animaux puis chez l’homme. Un article6 paru en 2004 dans Nature Médecine, montre que les 
catégories de vaccins actuellement mis sur le marché se répartissent équitablement entre vaccins 
tués, vaccins vivants atténués et vaccins sous-unités. En 2020, l’auteur prévoit que ces vaccins 
soient en partie supplantés par les stratégies nouvelles faisant intervenir les sous-unités obtenues 
par vaccinologie inverse, des vecteurs non réplicatifs, des vaccins ADN ou muqueux (FIGURE 2). Il 
faut cependant rester prudent sur le temps nécessaire pour introduire une nouvelle stratégie et 
Chapitre I : Etude Bibliographique 
 
 32
généraliser son utilisation. Vingt cinq ans après le premier vaccin recombinant (contre l’hépatite 
B), peu de vaccins de cette catégorie ont été mis sur le marché. 
 
FIGURE 2| Type de vaccins enregistrés en 2000 et prédiction des types de vaccins disponibles en 2020 
(D’après Rapuoli et coll.6) 
La vaccinologie reste un domaine en pleine évolution tant au niveau de la découverte de nouveaux 
vaccins qu’au niveau de l’amélioration de la qualité et de l’innocuité des vaccins disponibles et 
futurs. Cependant, le développement d’un nouveau vaccin est une entreprise très longue (au moins 
5-15 ans), coûteuse (au moins $500 Millions) et de plus en plus risquée. La demande croissante en 
nouveaux vaccins n’est généralement pas traitée en fonction des besoins urgents des populations 
mais du marché potentiel pour ce vaccin. Or, les pays en voie de développement, où surviennent 
plus de 90% des maladies infectieuses, sont généralement lents pour adopter les nouveaux vaccins 
et les marges bénéficiaires y sont faibles. Les vaccins destinés principalement à ces pays ne 
sont donc pas souvent développés en priorité. De tels vaccins, que l’OMS7 qualifie de 
« négligés » sont ceux qui proposent une prévention contre la shigellose -projet de l’étude- et le 
choléra (maladies bactériennes), la dengue et l’encéphalite japonaise (maladies virales), la 
leishmaniose et la schistosomiase (maladies parasitaires). Une des priorités que s’est fixée 
l’Alliance mondiale pour les vaccins et la vaccination (GAVI) est d’accélérer la recherche et le 
développement de ces vaccins « négligés ». En plus de participer financièrement et activement à 
la R&D de ces vaccins, cette alliance, qui réunit les principaux acteurs (privés et publics) du 
secteur de la vaccination (OMS, UNICEF, Groupe de la Banque Mondiale…) aide les pays les 
plus pauvres à augmenter leur couverture vaccinale en vaccins existants, à développer des 
technologies qui facilitent la distribution et l'administration des vaccins localement et à introduire 
des vaccins sous utilisés (tels que l’hépatite B, Hib et la fièvre jaune). La recherche et le 
développement de vaccins se heurtent également à un autre obstacle. Les nouveaux vaccins mis 
au point contre des maladies rencontrées dans les pays industrialisés ne sont souvent pas adaptés 
aux pays en voie de développement. Jusqu’à récemment, les essais cliniques étaient effectués 
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tardivement sur les populations touchées. Maintenant, ils sont réalisés dès les premiers stades de 
la conception du vaccin pour pouvoir réorienter plus rapidement les recherches si nécessaire. 
B. Vaccins basés sur les antigènes saccharidiques 
 
Après avoir donné une vision générale des avancées récentes accomplies dans la conception de 
nouveaux vaccins, nous nous consacrerons plus en détail à l’une d’entre elles : les vaccins sous-
unités basés sur les antigènes saccharidiques. En premier lieu, nous nous focaliserons sur les 
antigènes saccharidiques d’origine bactérienne dont le potentiel vaccinal a été validé pour trois 
générations de vaccins8-10. Ce succès a ouvert de nouvelles perspectives d’application. Ainsi, cette 
stratégie vaccinale est aujourd’hui extrapolée à d’autres pathologies comme les infections 
fongiques, parasitaires et aussi certains cancers10-13. 
 
B.1. Antigène saccharidique bactérien et potentiel antigénique 
Les sucres exposés à la surface de la plupart des bactéries sont les cibles majeures de la réponse 
immune protectrice de l’hôte envers l’agent infectieux. On peut les trouver sous forme de 
polysaccharides capsulaires (PC) chez les bactéries Gram positif et Gram négatif, et sous forme 
de lipopolysaccharides (LPS) (et plus rarement LOS) comme composants de la membrane 
externe des bactéries Gram négatif (FIGURE 3). 
 
FIGURE 3| Structure de la paroi des bactéries à Gram positif et à Gram négatif. 
(Source images: http://www.bact.wisc.edu/themicrobialworld/N.meningitidis.jpg; 
 http://stl_bjb.ac-dijon.fr/microbio/image/gramplus.jpg et grammoins.jpg) 
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La majorité des bactéries possède des PC et/ou O-PS. Les PC sont des polymères de haut poids 
moléculaire fortement hydratés (plus de 95 % d'eau), constitués de quelques centaines d’unités 
répétitives, linéaires ou ramifiées, le plus souvent de nature anionique. Les O-PS, généralement 
neutres, sont de plus petite taille, puisque composés de quelques dizaines d’unités répétitives. Ces 
motifs répétitifs sont formés d’au plus 8 monosaccharides constitutifs14, classiques (tels que le D-
glucose et le D-galactose) ou moins conventionnels15 (tels que le tyvélose, le paratose, l'abéquose 
et le colitose). Outre la nature diverse de ces résidus, les variations rencontrées au niveau des 
liaisons glycosidiques, les configurations des carbones anomériques (forme α ou β), et les 
isomères de forme (forme D ou L) ou de conformation (forme pyranose ou furanose) contribuent à 
l’étonnante diversité structurale de ces polysaccharides bactériens. De surcroît, ces unités 
répétitives peuvent aussi contenir des substituants non saccharidiques, tels que des groupes O-
acétyl, glycérol phosphate ou pyruvate. Les différentes empreintes saccharidiques induisent des 
réponses immunitaires distinctes qui, pour une même espèce, permettront de classer les bactéries 
par sérogroupe et/ou sérotype (TABLEAU 1). Cette diversité antigénique est très bien illustrée par 
les 90 et 2200 sérotypes identifiés respectivement pour Streptococcus pneumoniae et Salmonella 
enterica. Il faut, de plus, souligner que de très faibles variations de la structure polysaccharidique 
peuvent modifier la réponse immunitaire. Par exemple, les PC des sérotypes 1a et 1b de 
Streptococus agalactiae ne différent que par la liaison osidique entre le D-galactose et le N-acetyl-
D-glucosamine (β(1-3) vs β(1-4)) au niveau de leur unité répétitive16. Du fait de la variabilité 
antigénique, il est donc difficile de concevoir un vaccin offrant des protections croisées contre 
tous les sérotypes d’une même espèce. 
Les LPS sont composés de trois éléments : le lipide A, ancré dans la membrane grâce à des 
interactions hydrophobes et responsable de la toxicité du LPS; l’oligoside central (appelé « core ») 
dont la structure diffère peu d’une souche bactérienne à l’autre, au sein d’une même espèce. Il 
assure le lien entre le lipide A et le polysaccharide spécifique (O-PS) exposé à la surface et 
présentant la plus grande diversité de composition et de structure (FIGURE 4). 
 
FIGURE 4| Structure des LPS 
Source Image:http://www.uoguelph.ca/~cwhitfie/lps_core.html 
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TABLEAU 1| Exemples d’unités répétitives de PC et O-PS des bactéries à Gram positif et à Gram négatif 
 
Bactérie    
(espèce) Gram 
Type d'antigène 
polysaccharidique 
Sérogroupe/ 
Sérotype   Unités répététitives Références 
Type 2 
→4)-β-D-Glcp-(1→3)-[α-D-GlcpA-(1→3)-α-D-Glcp-(1→2)]-α-L-Rhap-(1→3)-α-L-Rhap-
(1→3)-β-L-Rhap-(1→ 
17 
Type 6b →2)-α-D-Galp-(1→3)-α-D-Glcp-(1→3)-α-L-Rhap-(1→4)-D-Rib-ol-(5→P→ 17 
Type 18c →4)-β-D-Glcp-(1→4)-[α-D-Glcp(6OAc)-(1→2)]-[Gro-(1→P→3)-β-D-Galp-(1→4)-α-D-Glcp-(1→3)-β-L-Rhap-(1→P→ 
17 
Streptococcus 
pneumoniae positif 
capsule            
polysaccharidique      
(PC) 
Type 19a →4)-β-D-ManpNAc-(1→4)-α-D-Glcp-(1→3)-α-L-Rhap-(1→P→ 17 
Groupe A →6)-α-D-ManpNAc(3OAc)-(1→OPO3→ 17 
Groupe C →9)-α-D-Neu5Ac(7/8OAc)-(2→ 17 
Groupe W 135 →6)-α-D-Galp-(1→4)-α-D-Neu5Ac(9OAc)-(2→ 17 
Neisseria 
meningitidis  négatif 
capsule 
polysaccharidique 
(PC) 
Groupe Y →6)-α-D-Glcp-(1→4)-α-D-Neu5Ac(9OAc)-(2→ 17 
O111 →4)-[α-Col-(1→6)]-[α-Col-(1→4)]-α-D-Glcp-(1->4)-α-D-Galp(1→3)β-D-GlcpNAc(1→ 18, 19 
 Escherichia coli négatif Lipolysaccharide       (LPS) 
O157 →2)-α-D-Rhap4NAc-(1→3)-α-L-Fuc(1→4)-β-D-Glcp(1→3)-α-D-GalpNAc(1→  20 
 
Chapitre I : Etude Bibliographique 
 
 36
Le recours aux vaccins multivalents visant les souches les plus virulentes est alors nécessaire 
pour assurer une protection efficace. 
D’autre part, il a été démontré que les PC sont impliqués dans la virulence des bactéries21. En 
l’absence de leur capsule, la pathogénicité des bactéries Gram+ (telles que les streptocoques des 
groupes A22 et B23) est affectée autant que celle des Gram¯ (telles que E. coli K124et H. influenzae 
type b25). En effet, les capsules confèrent généralement une capacité antiphagocytaire aux 
bactéries. Le rôle du LPS, comme facteur de virulence, est bien moins défini et est variable 
suivant la bactérie. Il pourrait cependant, dans certains cas, jouer aussi le rôle de « bouclier », 
protégeant la bactérie du système immunitaire. Concernant Shigella flexneri, les souches 
dépourvues de LPS sont incapables, in vivo, de résister aux facteurs anti-bactériens. De plus, le 
LPS participe aussi au caractère invasif des shigelles : ces bactéries ont développé, au cours de 
leur évolution, la capacité de modifier, par une simple activité enzymatique, leurs molécules 
protectrices (LPS) pour les raccourcir et faciliter ainsi l’invasion des bactéries pour franchir la 
barrière épithéliale26. Chez certaines espèces telles que N. meningitidis, N. gonorrhoeae, H. 
influenzae, Campylobacter jejuni et Helicobacter pylori les structures polysaccharidiques du LPS 
miment la structure de certaines molécules présentes chez l'hôte et ce camouflage permettrait à ces 
bactéries d'échapper aux réponses immunitaires. 
C’est au début du XXème siècle, que les structures saccharidiques de type PC ont pour la première 
fois été identifiées, chez S. pneumoniae, et leur caractère antigénique mis en évidence. En 1931, 
ces observations aboutirent à la conception du premier vaccin polyosidique purifié qui permit 
d’enrayer une épidémie de pneumonie au Massachusetts (USA). Supplanté par l’efficacité et le 
faible coût des antibiotiques, ce vaccin fut rapidement retiré du marché. Lorsque la résistance à la 
pénicilline apparut à partir de 1947, les recherches reprirent mais il fallut progresser dans les 
techniques de purification et d’analyse pour exploiter le potentiel vaccinal des PC purifiés et 
aboutir dans les années 1970-80 à la première génération de vaccins polysaccharidiques.  
B.2. Les Vaccins Composés de PC Purifiés : 1ère Génération de vaccins polyosidiques 
Ces vaccins utilisent les polysaccharides capsulaires comme immunogènes. Les 
polysaccharides capsulaires purifiés27, 28 sont obtenus par extraction à partir de cultures 
bactériennes. Ils doivent avoir conservé leurs caractéristiques chimiques et antigéniques et être 
dépourvus de tout contaminant biologique pour être dotés d’une excellente innocuité. Notons que 
sur ce plan, l’emploi des PC purifiés représente un avantage énorme par rapport à celui de 
bactéries entières inactivées. Administrés à faible dose (quelques dizaines de µg), ils stimulent la 
production d’anticorps bactéricides et, par suite, la phagocytose immune. Cependant, ces vaccins 
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polysaccharidiques ne sont pas ou peu immunogènes chez les enfants de moins de deux ans, 
chez certaines personnes âgées ou individus présentant des déficiences immunitaires. En effet, les 
polysaccharides sont reconnus par les lymphocytes B mais n’activent les lymphocytes T ; ils sont 
dits T-indépendants (TI)29. Or, chez l’humain, les cellules B des nouveaux-nés ne répondent pas à 
la plupart des antigènes polysaccharidiques. En effet, ce type de réponse ne se développe que 
progressivement dans les premières années de la vie. Le caractère antigénique T-indépendant des 
vaccins polysaccharidiques a comme autre conséquence de ne conférer qu’une protection de 
courte durée (~ 5 ans). En effet, la réponse T-indépendante n’induit ni cellule mémoire, ni 
mutation somatique, ni maturation d’affinité, produisant essentiellement des immunoglobulines 
d’isotype M (IgM). Des rappels sont alors nécessaires. La faible immunogénicité des vaccins 
polysaccharidiques est donc un inconvénient majeur. De plus, certains PC peuvent leurrer le 
système immunitaire et donc se révéler totalement inefficaces. C’est le cas du PC sérogroupe B de 
N. meningitidis, bactérie responsable d’environ la moitié des cas de maladies dues aux 
méningocoques, dont le motif composé d’un homopolymère α(2-8) d’acide N-acétyl-
neuraminique est retrouvé dans les tissus humains. Dans ces cas particuliers, le recours à la 
vaccinologie inverse (décrite précédemment) prend tout son intérêt30.  
Trois vaccins à base de PC purifiés sont encore largement utilisés aujourd’hui chez l’adulte et 
l’enfant de plus de 2 ans. Il s’agit tout d’abord des vaccins protégeant contre la méningite. 
Disponibles depuis 1976 sous forme bivalente (sérogroupe A et C), ces vaccins ciblés contre 
les méningites provoquées par N. meningitidis sont aussi commercialisés sous forme 
tétravalente (sérogroupes A, C, Y et W135)31 depuis 1982. L’année suivante, un vaccin 
composé des PC de 23 sérotypes de S. pneumoniae est mis sur le marché en complément du 
vaccin 14-valent produit depuis 1977. Il assure théoriquement une protection contre 85 à 90% 
des pneumocoques responsables d’infections chez l’adulte. Enfin, le dernier vaccin dans cette 
catégorie, commercialisé depuis 1989, est le vaccin contre la fièvre typhoïde. Composé du PC 
purifié de S. enterica sérotype Typhi (antigène Vi), il supplanta l’ancien vaccin préparé à 
partir de bactéries entières inactivées et utilisé depuis 1896. 
 
B.3. Les Vaccins Conjugués PS-Protéine : 2nde génération de vaccins polyosidiques 
Les vaccins polysaccharidiques de deuxième génération, qui apparaissent dans les années 90, sont 
des conjugués polysaccharide-protéine. Contrairement aux polysaccharides, les glycoprotéines 
sont des antigènes T-dépendants (TD), induisant ainsi une réponse immunitaire beaucoup plus 
efficace pour le même antigène. Cette propriété fut mise en évidence dès 1931 par Avery et 
Goebel32 qui convertirent le PC d’un pneumocoque, un antigène peu immunogène ou « haptène » 
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en un antigène très immunogène par couplage covalent à une protéine. Elle fut ensuite employée 
pour apporter une solution au problème majeur des vaccins de première génération, à savoir leur 
utilisation chez les enfants de moins de deux ans. Purifiés à partir de cultures bactériennes puis 
liés à une protéine porteuse ou carrier, ces PC induisent une immunité T-dépendante, qui 
aboutira, grâce à une coopération efficace entre cellules immunitaires B et T, à l’expression 
d’immunoglobulines IgG spécifiques du polysaccharide et à la production de cellules B 
mémoire (FIGURE 5).  
 
 
FIGURE 5| Production d’anticorps stimulés par des antigènes polysaccharidiques conjugués ou non à des 
protéines porteuses. 
(D’après Ada33 ) 
En (A), un antigène polysaccharidique se lie à un recepteur de la surface d’une cellule B (lymphocyte B). Cette dernière sera 
activée et produira des IgM. 
En (B), des conjugats polysaccharide-protéines sont pris en charge par des cellules dendritiques, lesquelles présentent ensuite 
des peptides provenant de la fraction protéique de l’antigène aux cellules Th2. D’autres conjuguats se lient aux cellules B qui 
ont des recepteurs spécifiques IgM spécifiques pour la partie polysaccharidique de l’antigène; ces cellules vont exprimer à leur 
surface des peptides de la partie protéique en association avec le HLA de classe II. L’ensemble va être reconnu par les Th2 
activés qui secrèteront IL-4, IL-5 et IL-6. Ceci conduira à la différentiation des cellules B et à l’expression de IgG spécifiques des 
polysaccharides, puis à leur maturation en plasmocytes. 
 
Le développement des vaccins glycoconjugués est considéré comme un succès majeur dans les 
sciences biomédicales. Les premiers vaccins monovalents de cette catégorie (ProHibit®, Hib-
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Titer®, PedVax Hib®, Act-Hib®), enregistrés entre 1986 et 1993, préviennent les méningites à 
Haemophilus influenzae de sérotype b (Hib) touchant principalement les enfants âgés de 4 à 18 
mois. Après leur introduction dans les programmes de vaccination infantile, les pathologies à Hib 
ont considérablement diminué dans les pays développés (Europe occidentale, Canada, Etats-Unis, 
Australie et Nouvelle-Zélande). Une utilisation généralisée à l’échelle mondiale pourrait conduire 
à l’éradication complète de la maladie. Ce premier succès s’est poursuivi par la commercialisation 
de vaccins conjugués visant les infections à N. meningitidis Groupe C (Meningitec®, Menjugate® 
et NeisVacC®) et celles à S. pneumoniae (vaccin heptavalent : Prevnar®). Des vaccins conjugués 
ciblant les pathologies induites par Streptococcus Groupe A et B, S. typhi, Staphylococcus aureus, 
et Vibrio cholerae sont en phase de développement. Le sont également des glycoconjugués 
destinés à améliorer les vaccins préexistants contre S. pneumoniae (de valence 7, 9 ou 11) et N. 
meningitidis Groupe A, C, W135 et Y.  
La mise au point de tels vaccins fait appel à une stratégie de construction modulable, basée sur : 
(a) le choix de la protéine porteuse 
(b) la taille des polyosides utilisés : polyoside natif ou fragmenté 
(c) les modes de couplage entre le polyoside et la protéine porteuse 
(d) l’utilisation ou non d’un bras espaceur (spacer) 
(e) la méthode chimique de couplage du polyoside sur la protéine 
(f) le taux de greffage 
 
FIGURE 6| Représentation schématique de la stratégie de 
construction des vaccins glyco-conjugués.  
 
Ces multiples paramètres révèlent la complexité de l’approche mais aussi la flexibilité 
d’adaptation de la méthode pour l’optimisation à façon du vaccin ciblé (TABLEAU 2 / FIGURE 6). 
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• La protéine porteuse. Son choix doit répondre à des critères d’innocuité, de faible coût et 
de disponibilité, de pureté, de solubilité, de stabilité, d’accessibilité au niveau de ses sites réactifs 
et de potentiel immunogène. Aujourd’hui, quatre protéines porteuses sont autorisées chez 
l’homme : l’anatoxine tétanique (TT), l’anatoxine diphtérique (DT) et un de ses mutants non 
toxique (CRM197)34 et un complexe protéique de la membrane externe de N. meningitidis Groupe 
B35 (OMPC), ce qui est un nombre très insuffisant face au développement croissant des vaccins 
conjugués. La diversification a pour but d’éviter les phénomènes de suppression épitopique 
induits notamment par l’existence d’anticorps formés contre la protéine porteuse lors d’une 
précédente vaccination. Ces phénomènes sont également observés lors de formulations 
multivalentes (combinaison de vaccins conjugués utilisant une même protéine porteuse), pour 
lesquelles se produit un effet de compétition antigénique entre les cellules B spécifiques des PS 
et celles spécifiques de la protéine36. Pour limiter cet effet, il est recommandé d’utiliser des 
protéines porteuses différentes pour chaque conjugué de la composition vaccinale37, 38.  
De nouvelles protéines bactériennes, cibles de l’immunité protectrice chez l’homme sont donc 
proposées. L’étude la plus avancée porte sur un mutant recombinant non toxique de l’exoprotéine 
A de Pseudomonas aeruginosa (rEPA) qui a déjà fait l’objet d’essais cliniques pour de multiples 
conjugués39-41. Le recours à des peptides contenant des épitopes T auxiliaires, mais 
dépourvus d’épitopes B est une alternative encore plus prometteuse. De taille réduite, ces 
peptides seraient plus performants que les protéines de grande taille42. Grâce à une meilleure 
reproductibilité des réactions de conjugaison, la production des conjugués à grande échelle serait 
de plus facilitée. D’origine virale ou bactérienne, les peptides sont sélectionnés pour leur capacité 
à se fixer aux molécules HLA-DR (antigènes leucocytaires humains de classe II) et par 
conséquent, à induire une réponse immunitaire T dépendante chez l’humain. De ce fait, ils sont 
dits universels. Le concept a été validé en assemblant, par ingénierie génétique, les gènes codant 
dix-neuf épitopes issus de la combinaison de dix épitopes T universels différents, pour produire la 
protéine recombinante N19. Conjuguée à des PS anti-Hib43 ou anti-MenC44, 45, cette protéine 
s’avère autant voire plus efficace qu’une protéine porteuse conventionnelle.   
Les évolutions les plus récentes s’orientent vers l’utilisation de peptides T auxiliaires universels 
non naturels conçus par ingénierie moléculaire pour être spécifiquement immunogène chez 
l’humain46, comme le peptide le PADRE® (Pan HLA-DR-binding Epitope) qui est composé de 13 
acides aminés.  
 
• La taille des polyosides utilisés. La taille de l’antigène saccharidique est un élément crucial 
de la conception du glycoconjugués. Considérations théoriques, données expérimentales et 
contraintes vaccinales de reproductibilité incitent à l’utilisation de fragments antigéniques 
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spécifiques de taille courte et contrôlée, obtenus par dépolymérisation sélective47 plutôt qu’à 
celle du PC natif, difficilement soluble et de répartition hétérogène (polydisperse)48-50. Le degré de 
polymérisation de la composante saccharidique correspond à celui de l’épitope complémentaire 
du site de reconnaissance des anticorps protecteurs. Il est généralement compris entre 2 et 8 
résidus mais pourra être plus élevé si les anticorps reconnaissent un épitope conformationnel.   
 
• Les modes de couplage entre le polyoside et la protéine porteuse. Trois modes de 
greffage du polyoside sur la protéine sont envisageables. Le premier, préféré pour le greffage de 
chaîne courte, fait intervenir un seul point d’ancrage entre la protéine et le polyoside, 
généralement à son extrémité réductrice et conduira à l’obtention d’une néoglycoprotéine. Si le 
polyoside est aléatoirement activé le long de sa chaîne, il pourra se lier à plusieurs protéines voire 
à d’autres polyosides formant ainsi des réseaux réticulés. Ce mode de greffage à points 
d’ancrage multiple est recommandé pour accroître l’immunogénicité des polyosides de haut 
poids moléculaires. Pour ces deux procédés, il est possible de coupler directement le polyoside sur 
la protéine porteuse ou d’introduire un bras espaceur. L’introduction d’un espaceur de longueur 
variable présente deux avantages. Elle facilite l’étape de conjugaison, évitant toute gêne stérique 
entre la protéine et le polyoside et favorise l’exposition des épitopes osidiques limitant ainsi un 
éventuel masquage par la protéine. La troisième approche, moins utilisée, consiste à conjuguer le 
polysaccharide à des protéines présentes sur la membrane externe de liposomes (OMPC). 
Protéines et polysaccharides doivent, dans ce cas, être au préalable activés pour être associés et 
former une vésicule vaccinale ( « vesicle vaccine »51).  
 
• La méthode chimique de couplage du polyoside sur la protéine. Le couplage du 
polyoside sur la protéine requiert l’activation chimique du polysaccharide et quelquefois aussi de 
la protéine. L’activation du polyoside dépend étroitement de la nature et de la structure de 
celui-ci. Elle tiendra compte des fonctions réactives de type aldéhyde, carboxyle ou amine, 
présentes dans le polyoside. Elle devra également préserver l’intégrité des épitopes impliqués 
dans la réponse protectrice. Côté protéine, les fonctions réactives les plus utilisées sont les 
fonctions amine. 
 
• Le taux de greffage. Le rapport protéine/polyoside est aussi un facteur-clé pour l’induction 
optimale de la réponse immunitaire. La densité trop élevée d’osides masquant les épitopes 
protéiques, un compromis doit être trouvé entre accessibilité aux épitopes protéiques et 
saccharidiques. 
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TABLEAU 2| Caractéristiques des vaccins polyosidiques conjugués commercialisés contre les méningites à 
Haemophilus influenzae de sérotype b (Hib). 
 
Paramètres de construction 
Vaccins Autorisation (AMM) 
Nombre 
d'injections Protéine 
porteuse 
Composante 
osidique 
Site de 
couplage 
Bras 
espaceur 
Chimie de 
couplage 
PRP-D      
(ProHibit®) 
>18 mois 
 (1987)  
Anatoxine 
diphtérique PC natif 
points d'attache 
multiples 
bras à 6 
carbones 
activation au 
CNBr 
HbOC       
(Hib-Titer®) 
>2 mois  
(1990) 3 
Mutant de 
l'anatoxine 
diphtérique 
(CRM197) 
fragments       
du PC natif 
point d'attache 
unique / 
amination 
réductrice 
PRP-OMP   
(PedVax Hib®) 
>2 mois  
(1990) 2 
Protéine de la 
membrane 
externe de 
N.Meningitidis 
groupe B 
PC natif points d'attache multiples 
bras à 14 
carbones 
fonctionnalit
é thiol 
PRP-T      
(Act-Hib® ou 
Hiberix®) 
>2 mois  
(1992) 3 
Anatoxine 
tétanique PC natif 
points d'attache 
multiples 
bras à 6 
carbones 
activation au 
CNBr 
 
La flexibilité dans la préparation du glycoconjugué entraîne néanmoins des difficultés de mise au 
point. L’influence des différents paramètres est mal maîtrisée et difficile à établir en raison de 
leur interdépendance. De plus, la méthode employée dépendra aussi des propriétés intrinsèques 
du polysaccharide. Taille, structure et fonctions réactives du polyoside orienteront la stratégie de 
construction du conjugué. Le procédé élaboré ne sera pas forcément extrapolable à un autre 
polysaccharide. Il en résulte des études au cas par cas. En particulier, la conception de vaccins à 
n valences est très contraignante. Elle implique de construire n vaccins monovalents pour lesquels 
il sera préférable d’utiliser des protéines porteuses. Cependant, l’emploi du peptide PADRE 
pourra potentiellement lever cette double contrainte : ne nécessitant qu’un seul couplage 
chimique, différents mélanges de PC pourraient être conjugués en une seule étape au peptide, avec 
lequel aucun phénomène de suppression épitopique n’a été observé. Un tel procédé simplifierait 
largement l’approche. 
 Ces procédés de préparation de vaccins de 2ème génération peuvent également être appliqués au 
couplage d’haptènes isolés à partir du LPS de bactéries pathogènes comme S. flexneri, V. 
cholerae ou S. typhi. Dans ce cas, le polysaccharide spécifique (O-PS) du LPS, est assimilable à 
un haptène et doit donc être couplé à une protéine porteuse pour être immunogène. Au préalable, 
le lipide A (endotoxine) présent dans le LPS doit être impérativement éliminé52, 53 ou masqué54 en 
raison de sa très forte toxicité. Cette étape reste très délicate et difficile à optimiser. Aucun vaccin 
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de 2ème génération utilisant le LPS ou le LOS comme haptène n’est encore commercialisé. 
Toutefois, différentes équipes s’intéressent à cette approche pour lutter contre une dizaine 
d’espèces pathogènes17. Les travaux les plus avancés concernent les vaccins de 2ème génération 
prévenant les infections par Shigella, actuellement en phase II de développement clinique (cf. 
partie II.D.2, page 44).  
L’engouement pour les vaccins de 2ème génération est manifeste. Utilisés sans adjuvant, ces 
vaccins ne requièrent qu’une faible quantité de polysaccharides (~10µg par dose vaccinale). 
Cependant, leur conception est plus complexe que celle des vaccins de 1ère génération et leur coût 
environ 10 fois plus élevé (de l’ordre de $1 à $50 par dose suivant la complexité et le marché 
potentiel offert par le vaccin)17. L’optimisation des voies d’obtention doit être poursuivie pour 
accroître leur potentiel vaccinal et commercial. 
B.4. Les Vaccins Semi-Synthétiques Conjugués PS-Protéine : 3ème génération de 
vaccins polyosidiques 
Les vaccins de 3ème génération ou semi-synthétiques dérivent des vaccins de 2ème génération. Ils 
reposent sur l’utilisation des propriétés immunogènes d’une glycoprotéine obtenue par couplage 
d’une protéine porteuse (non synthétique) et d’un haptène osidique synthétique, mimant 
généralement un motif antigénique naturel. L’utilisation d’haptènes chimiquement définis 
permet de contrôler la taille et la structure du polyoside et offre la possibilité d’explorer la relation 
entre la taille des antigènes saccharidiques et leur performance vaccinale.   
Ces deux dernières décennies, les voies d’obtention des dérivés osidiques susceptiples d’être 
employées pour la synthèse d’haptènes oligosaccharidiques se sont considérablement développées 
et diversifiées. Elles sont au nombre de quatre : 
(a) Synthèse chimique multi étapes 
(b) Synthèse enzymatique 
(c) Synthèse chimio-enzymatique : combinaison de (a) et (b) 
(d) Synthèse et extraction à partir d’une usine cellulaire 
 
• La synthèse chimique multi-étapes  
La synthèse chimique d’oligosaccharides, entreprise depuis plus d’un siècle, est longtemps restée 
fastidieuse55, 56. En effet, elle requiert de multiples séquences d’activation/protection/ 
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glycosylation/déprotection/purification de façon à assembler régiosélectivement les 
intermédiaires réactionnels qui conduiront à l’oligosaccharide cible. Dans les années 90, les 
progrès accomplis dans les méthodes de glycosylation et de combinaison de groupes protecteurs 
ont rendu possible l’accès à des oligosaccharides synthétiques de 15 résidus55. Malgré tout, ces 
synthèses sont longues à mettre en œuvre et restent peu adaptées à des productions à grande 
échelle. Deux avancées majeures réalisées dans le domaine de la glycochimie et déjà exploitées 
par des industriels devraient faciliter à l’avenir l’accès à ce type de composés. La première fait 
appel à des synthèses automatisables basées sur l’assemblage de synthons fonctionnalisés sur 
phase solide57, 58 (FIGURE 7A). Créée en 2002, Ancora pharmaceuticals (MA, USA) bénéficie 
d’une plate-forme mettant à profit cette technologie. Cette société réalise des synthèses rapides 
(en moins d’un jour) et extrapolables à l’échelle industrielle (de 10g à 1kg) d’oligosaccharides 
complexes59, disposant ainsi d’une cadence de production 500 fois plus élevée que celle des 
méthodes classiques de glycosylation en solution60. La deuxième méthode implique des synthèses 
« One-Pot » en solution basée sur les réactivités différentielles de donneurs thioglycosides61, 62. A 
partir d’une base de données rassemblant les différents synthons et leurs réactivités relatives, le 
programme « Optimer » conçoit la synthèse optimale d’un oligosaccharide (sélection et ordre 
d’assemblage des synthons) en une seule étape (FIGURE 7B). Développée par Optimer 
Pharmaceutical (CA, USA), la technologie OPopS™ (Optimer Programmed One-Pot Synthesis) 
offre les mêmes avantages (cadence et quantité) que la synthèse automatisée d’oligosaccharides. 
Ces nouveaux outils de glycosylation ont fait leur preuve mais restent encore marginaux.  
Utilisée pour la construction de conjugués ciblant les sérotypes 3 et 6B de S. pneumoniae ainsi 
que le sérotype 1b de H. influenzae, la synthèse chimique a permis de générer une gamme 
d’oligosaccharides de taille croissante mimant des fragments (ou sous-fragments) de leur PC et 
d’évaluer leur potentiel immunogène63-65. Immunogènes chez la souris, des structures de taille 
minimale et réduite par rapport à celles intervenant dans les vaccins de seconde génération ont été 
identifiées.  
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FIGURE 7| Synthèses chimiques automatisées 
(D’après Seeberger et coll.12) 
A- Assemblage automatisé en phase solide de 5 synthons monomériques sur une résine polymérique (cercle noir) par 
l’intermédiaire d’un linker. Le cycle, qui se compose d’étapes d’activation et de déprotection, est répété 5 fois pour l’assemblage 
du pentasaccharide. A la fin, le linker est clivé de manière à libérer le produit désiré.  
B- Synthèse automatisée en solution utilisant la technologie OPopS® pour la synthèse d’un pentasaccharide. Un 
programme informatique sélectionne les synthons monomériques appropriés selon leur réactivité relative pour avoir le meilleur 
rendement lors de l’assemblage conduisant à l’oligasaccharide final. Les triangles et carrées colorés représentent les différents 
synthons. P et P’ sont les groupes protecteurs temporaires. R est un résidu hydrocarboné qui sera fonctionnalisé. X est un 
groupe partant. 
 
• La synthèse enzymatique 
Parallèlement aux méthodes chimiques, la synthèse enzymatique est reconnue comme étant une 
alternative performante pour la synthèse d’oligosaccharides62, 66. Naturellement stéréo- et 
régioséléctive, la voie enzymatique a recours à des schémas de synthèse simplifiés, évitant 
toutes les étapes complexes de protection/déprotection de la chimie traditionnelle. Impliquées 
dans la biosynthèse naturelle des glucides ou glycoconjugués (glycoprotéines et glycolipides), les 
glycosyltransférases et les glycosidases se révèlent être les deux classes d’enzymes les plus 
adaptées au développement d’une telle approche. Cependant, les premières catalysent la synthèse 
de glucides ou glyco-conjugués à partir de sucres nucléotidiques, substrats rares et coûteux. De 
plus, très peu sont commercialisées. Les deuxièmes utilisent des substrats moins coûteux. Elles 
sont aussi plus faciles d’accès mais parfois peu efficaces en réaction de synthèse.  
D’autre part, la spécificité des catalyseurs a ses revers. En effet, elle limite les réactions faisant 
intervenir des substrats non naturels. Ces dernières années, le remodelage d’enzymes basé sur 
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des techniques d’ingénierie aussi bien rationnelle qu’aléatoire voire semi-rationnelle, s’est 
montré extrêmement prometteur pour conférer de nouvelles spécificités aux enzymes67. Ces 
approches et leurs avancées seront plus largement décrites en partie III.C.  
Les étapes enzymatiques, une fois sélectionnées, peuvent être facilement intégrées dans des 
procédés de synthèses automatisées. Aucune synthèse purement enzymatique d’oligosaccharides 
mimant des haptènes anti-bactériens n’a été décrite à ce jour. En effet, la synthèse enzymatique 
d’un oligosaccharide composé de n résidus différents implique la formation de (n-1) liaisons 
osidiques et par conséquent, l’action de (n-1) enzymes distinctes. Du fait de la complexité des 
motifs oligosaccharidiques bactériens, ces enzymes sont rarement disponibles. C’est pourquoi la 
voie chimio-enzymatique est l’alternative préférée. 
• La synthèse chimio-enzymatique  
Elle combine la flexibilité de la synthèse chimique et la haute sélectivité de la synthèse 
enzymatique en intégrant une ou plusieurs étapes enzymatiques dans une voie de synthèse 
chimique. Le plus souvent cette étape est intégrée en fin de synthèse. Cette méthodologie a été 
mise en œuvre pour la préparation d’une série de fragments représentatifs de l’unité répétitive du 
PC chez S. pneumoniae sérotype 14. L’étape enzymatique met en oeuvre une β-(1-4) 
galactosyltransférase qui catalyse le greffage d’une unité galactose sur des intermédiaires 
oligosaccharidiques linéaires synthétisés chimiquement68, 69. La combinaison chimio-enzymatique 
a été également proposée pour la synthèse d’un pentasaccharide, composant du LOS de N. 
meningitidis. Le pentamère est obtenu en faisant agir successivement 3 enzymes sur du lactose 
préalablement dérivatisé via 4 étapes chimiques70. Dans ce cas, les étapes enzymatiques 
prédominent. La simplicité et le rendement global (80%) de cette synthèse illustrent l’efficacité de 
l’approche.  
• La synthèse et extraction à partir d’une usine cellulaire 
L’utilisation de microorganismes génétiquement modifiés, nommés « usines cellulaires » s’ils sont 
utilisés en croissance, apparaît comme une méthode très efficace pour la production 
d’oligosaccharides à grande échelle71. Il s’agit de modifier le microorganisme (généralement 
Escherichia coli) de façon à orienter certaines de ses voies métaboliques vers la synthèse de 
l’oligosaccharide d’intérêt. Les gènes codant pour les glycosyltransférases impliquées dans la 
biosynthèse de l’oligosaccharide sont introduits dans la bactérie dite alors recombinante et devront 
être exprimés sous une forme active. Si nécessaire, les gènes requis pour la synthèse de donneurs 
de type nucléotide-sucres sont aussi intégrés dans le génome ou dans un vecteur approprié. Le 
substrat de départ ou « accepteur » doit pouvoir être internalisé efficacement dans les cellules sans 
avoir subi de modification (hydrolyse) ou être produit par la cellule si elle est pourvue des 
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enzymes adéquates. Ce système offre l’avantage d’un accès direct aux nucléotide-sucres sans 
avoir recours à l’isolement d’enzymes. Des niveaux de production de trisaccharide de l’ordre de 
200g/L72 ont été décrits. Néanmoins, cette voie a été expérimentée principalement pour des 
structures osidiques simples (di- ou trisaccharidique) et reste encore peu décrite pour la synthèse 
d’oligosaccharides plus complexes. 
Conclusion. De la première à la troisième génération, les vaccins polysaccharidiques ont gagné 
en qualité et en efficacité. Ils répondent de mieux en mieux aux critères de recevabilité des 
autorités de la santé. De plus, les domaines de la glycochimie et de la glycobiologie bénéficient 
aujourd’hui de nouveaux outils de synthèse dédiés à la conception d’oligosaccharides. Tous ces 
progrès technologiques sont en faveur du développement des vaccins de 3ème génération et 
devraient être à l’origine de la quatrième génération de vaccins entièrement synthétiques. 
Cependant, seul un type de vaccin de 3ème génération a été commercialisé à ce jour, il s’agit 
d’un vaccin anti-Hib1 synthétisé chimiquement. Composé de 8 unités répétitives en moyenne, 
l’oligosaccharide est obtenu en une unique étape (au lieu de 16) de polycondensation du 
monomère préfonctionnalisé (FIGURE 8). Ce glycoconjugué, disponible à Cuba sous le nom de 
Quimi Hib® depuis 2004, est déjà utilisé dans un programme de vaccination de masse chez 
l’enfant.  
Par ailleurs, l’équipe de L. Mulard de l’Institut Pasteur concentre ses efforts de recherche sur la 
production de vaccins de 3ème génération prévenant la shigellose. C’est dans ce cadre que 
s’inscrivent nos travaux qui ont pour objectif d’évaluer le potentiel de nouvelles voies de synthèse 
chimio-enzymatique d’haptènes oligosaccharidiques. 
 
 
FIGURE 8| Stucture du premier vaccin commercialisé semi synthétique anti-Hib.  
(D’après Roy et coll.13) 
L’oligomère, comprenant de 6 à 9 unités, est doté d’un bras espaceur permettant un couplage sur l’anatoxine tétanique par 
construction séléctive d’une liaison thioéther 
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PARTIE II : SHIGELLA, NOTRE MODÈLE D’ÉTUDE 
 
 
La shigellose ou dysenterie bacillaire tue chaque année des millions de jeunes enfants dans les 
pays en voie de développement. Après plus de 60 ans de recherche, aucun vaccin n’est encore 
disponible pour lutter contre cette maladie, causée par une bactérie très complexe aux nombreux 
sous-types : Shigella. Cette deuxième partie propose de faire le bilan des connaissances acquises 
sur la maladie qui ont permis d’orienter les recherches vers des stratégies vaccinales adaptées et 
destinées à une couverture multi-sérotype73-75.  
 
A. Shigella, agent étiologique de la shigellose 
A.1. L’organisme pathogène  
 
Shigella est un genre bactérien appartenant à la famille des entérobactéries (Enterobacteriaceae) 
qui sont définies classiquement par les sept critères suivants : bacilles à Gram négatif, aéro-
anaérobies, mobiles ou immobiles, facilement cultivables, fermentant le glucose, réduisant les 
nitrates en nitrites et dépourvus d’oxydase. Présentes en tant qu’hôtes normaux ou pathologiques 
du tube digestif de l’homme et des animaux, ces bactéries sont communément appelées bactéries 
entériques (du grec enterikos, appartenant à l’intestin). Cette famille regroupe plus de 40 genres 
bactériens, dont le plus connu est Escherichia et son espèce prédominante : Escherichia coli. Les 
données récentes de la taxonomie moléculaire (basées sur l’hybridation de l’ADN) et du 
séquençage de gènes multiples indiquent que toutes les espèces et tous les sérotypes de Shigella 
(excepté le sérotype 13 de S. boydii) constituent avec, E. coli, une même espèce génomique. Les 
Shigella sont génétiquement des variétés invasives de E. coli, qui sont non mobiles, 
anaérogènes, auxotrophes, porteuses de plasmides invasifs, métaboliquement moins actives et 
strictement adaptées au parasitisme du colon de l’homme76. La classification en deux genres 
distincts est conservée en référence aux travaux antérieurs. 
 
A.2. La Maladie 
 
La shigellose est une infection rectocolique aigüe invasive. Ce n’est pas la plus fréquente des 
maladies diarrhéiques mais, dans sa forme typique dysentérique, elle est sans aucun doute la plus 
sévère: la shigellose, dont le nombre de cas est estimée chaque année à 150 millions, est 
responsable d’un million de décès annuels. 60% de ces décès surviennent chez les enfants de 
moins de 5 ans77. 
Les shigelles sont pathogènes uniquement pour l’homme et les autres primates. L’homme est 
leur seul réservoir naturel. Le plus souvent, la transmission est directe, du malade à son 
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entourage. Elle est parfois indirecte par l’intermédiaire de l’eau non traitée, d’aliments souillés par 
les déjections d’un malade ou par les mouches qui peuvent transporter les shigelles de manière 
passive. Extrêmement infectieux, 10 à 100 bacilles suffisent à induire la maladie78. Répandue 
dans le monde entier, la shigellose sévit surtout dans les régions aux conditions d’hygiène 
précaire (insuffisance de l’assainissement et absence d’accès à l’eau salubre) et à forte 
promiscuité (guerres, camps de réfugiés, collectivités d’enfants). Dans les pays tropicaux en voie 
de développement, la dysenterie bacillaire associée à la malnutrition est responsable d’une forte 
morbidité et mortalité. 
 
A.3. Historique et épidémies causées par la shigellose 
 
A la fin du XIXème siècle, de violentes épidémies de dysenterie bacillaire accompagnées d’un taux 
de mortalité élevé (20%) touchent le Japon. Un jeune microbiologiste japonais, Kiyoshi Shiga 
isole alors une bactérie provenant des selles de malades et décrit, en 1898, la découverte du 
premier membre du genre Shigella, connu aujourd’hui sous le nom de Shigella dysenteriae 1. 
Au cours des 40 ans qui suivirent cette découverte, les 3 autres espèces du groupe sont identifiées. 
Le terme Shigella est proposé en 1930. Les noms des quatre espèces connues aujourd’hui : 
Shigella dysenteriae, S. flexneri, S. boydii et S. sonnei ont été attribués en référence aux 
chercheurs impliqués dans leur découverte : Shiga, Flexner, Boyd et Sonne. Ces 4 espèces (ou 
groupes) sont elles-mêmes divisées en sous-espèces sur la base de caractères biochimiques et 
antigéniques (de type Ag-O)79 (TABLEAU 4). 
 
TABLEAU 3| Espèces et sérotypes de Shigella (D’après Levine et coll.75) 
(* Il y a 14 sérotypes et sous-sérotypes de Shigella flexneri) 
Espèces 
Shigella 
(groupe) 
Nombre de sérotypes   
et sous-sérotypes Niches épidémologiques les plus importantes 
Sérotypes  qui 
nécessitent un vaccin
S. dysenteriae 
(groupe A) 15 épidémies et pandémies sévères de S. dysenteriae 1 S. dysenteriae 1 
S. flexneri 
(groupe B) 14* 
sous forme endémique dans les pays en voie de 
développement les 14 sérotypes 
S. boydii 
(groupe C) 20 
foyers endémiques dispersés dans les pays en voie de 
développement Aucun 
S. sonnei 
(groupe D) 1 
diarrhée des voyageurs/ sous forme endémique dans les 
pays développés S. sonnei  
 
De toutes les espèces de Shigella, S. dysenteriae 1 (Sd1) est particulièrement menaçante en 
raison de la gravité de la maladie et de son potentiel épidémique. Les pandémies de Sd1 ont 
tendance à se déclarer à des intervalles d’une dizaine d’années. Survenue à la fin des années 60, 
l’épidémie envahissant tous les pays d’Amérique centrale localisés à proximité du foyer situé au 
Guatemala fut particulièrement dévastatrice (112 000 cas/ 13 000 décès). Durant les 3 décennies 
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qui suivirent, d’autres pandémies ont été recensées en Asie du sud (années 70), en Afrique 
centrale (années 80) et en Afrique de l’est (années 90) (FIGURE 9).  
S. flexneri, est responsable des formes endémiques de la maladie touchant l’Afrique centrale, 
le sud-est asiatique et l’Inde. S. sonnei, moins virulente, est prévalente dans les pays industrialisés. 
Enfin, la shigellose induite par S. boydii et les sérotypes de S. dysenteriae autres que le 1 est peu 
fréquente (bien qu’une augmentation de cas due à S. boydii ait été rapportée dans certains foyers).  
 
  
FIGURE 9| Pandémies de dysenteries de Shiga. 
(D’après Levine et coll.75) 
Le premier membre du genre Shigella identifié, Shigella dysenteriae 1, fut isolé par Kiyoshi Shiga durant les épidémies affectant 
le Japon à la fin des années 1890. Débutant en Amérique centrale à la fin des années 1960, les pandémies dues à S. 
dysenteriae 1 ont décimé la population affectant plus 112 000 personnes et causant plus de 13 000 décès. Les pandémies 
suivantes touchèrent l’Asie et l’Afrique durant les 3 décennies qui se succédèrent.  
 
 
FIGURE 10| Distribution des espèces de Shigella provenant d’études menées en Amérique Latine, Asie et Afrique. 
(D’après Levine et coll.75) 
La surveillance des shigelloses est réalisée durant des périodes d’au moins 2 ans en effectuant l’identification et le sérotypage 
des souches de Shigella. Dans tous les pays, S. flexneri 2a (marquée d’un asterisque) est le sous-sérotype de S. flexneri le plus 
représenté. Les pays les plus développés (Chili et Thailande) montrent une proportion significative de cas dus à S. sonnei. 
Dans chaque pays, 3-4 sérotypes prédominent à 75%. Cependant, les sérotypes prévalents de S. flexneri autres que 2a 
diffèrent de pays à pays. Un vaccin qui conférerait une protection élevée contre S. dysenteriae 1, S. sonnei et tous les 
sérotypes de S. flexneri  constituerait un vaccin à large spectre.NT, non typable. 
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B. Mécanisme de l’infection 
 
En « disséquant » les mécanismes moléculaires et cellulaires mis en jeu lors du processus 
d’invasion de la bactérie, de nombreux travaux ont permis durant ces 2 dernières décennies 
d’établir le schéma physiopathologique de cette maladie et de pointer ainsi des cibles 
thérapeutiques.  
Les études physiopathologiques récentes se sont portées essentiellement sur S. flexneri. Le 
mécanisme invasif de Shigella est fondé sur la propriété des bactéries à pénétrer et à se disséminer 
dans l’épithélium et sur leur capacité à induire une réaction inflammatoire intense marquée par 
une sévère destruction tissulaire. Ainsi le processus d’infection se décompose en 3 étapes: 
 
1- Invasion de l’épithélium par internalisation des bactéries80 
Les déterminants de l’entrée (et de la dissémination) des bactéries dans les cellules épithéliales 
sont codés par un plasmide de virulence de 213kb codant, en particulier, pour une région de 30 
kb qui spécifie un appareil de sécrétion de type III (l’appareil Mxi-Spa). Cet appareil, très 
répandu parmi les bactéries Gram négatif, permet l’injection à l’intérieur des cellules, de 
protéines IpaA, IpaB, IpaC et IpaD appelées invasines (ou Invasion plasmid antigen)81, 82. 
Ces sécrétons déclenchent alors une réorganisation massive du cytosquelette ainsi que la 
formation de filaments d’actine. De longues projections membranaires issues de ces filaments 
vont entourer la bactérie conduisant finalement à son internalisation au sein d’une vacuole de 
phagocytose (FIGURE 11).  
 
 
FIGURE 11| Invasion de l’épithélium par les shigelles 
 
1- Image de microscopie éléctronique montrant l’entrée de Shigella dans une cellule Hela. 
2- Schéma de l’appareil de sécréction de type III de Shigella 
3- Internalisation induite par les bactéries du genre Shigella. (A) Au contact de la cellule, Shigella sécrète des protéines (IpaA, 
IpaB, IpaC cercles gris) par son appareil de sécrétion de type III. Certaines Ipas sécrétées dans le milieu extracellulaire lient des 
récepteurs membranaires et activent des voies de transduction du signal. La protéine IpaC sécrétée dans le cytoplasme active 
les protéines Rac, Cdc42 et Rho, entraînant une forte polymérisation et stabilisation du cytosquelette d'actine (B). La protéine 
IpaA lie et active la vinculine (V), conduisant à une dépolymérisation de l'actine. Les protéines Rho, Rac et Cdc42 sont 
inactivées, et des feuillets membranaires entourent la bactérie (C). Après fusion des membranes, Shigella se retrouve dans une 
vacuole de phagocytose (D).  
Source Images: http://www.pasteur.fr/recherche/unites/Pmm/contents/fr/04_banque-images/index.html# 
                                http://www.xray.chem.rug.nl/Home_r.htm 
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2- Apoptose des macrophages : Déstabilisation de l’épithélium 
Une fois internalisées, les shigelles lysent la vacuole d’endocytose entrainant l’apoptose des 
macrophages infectés, une réaction inflammatoire au niveau des sites d’invasion et le 
recrutement de leucocytes polymorphonucléaires (PMN) en réponse à l’inflammation. Ces 
leucocytes vont infiltrer le site infecté et faciliter l’entrée de nouvelles bactéries en ouvrant les 
espaces paracellulaires et de ce fait, déstabiliseront l’épithélium. L’intense destruction 
tissulaire observée lors de la shigellose résulte probablement plus de l’activité des PMN 
activés que des bactéries elles-mêmes, ces dernières agissant comme stimulus et facteur 
d’entretien de la réaction inflammatoire. 
 
3-Motilité des bactéries : colonisation de l’épithélium83 
Les shigelles, libres dans le cytoplasme vont pouvoir se multiplier. Immobiles en culture, elles 
peuvent se déplacer dans le cytoplasme. En effet, la motilité intracellulaire de Shigella est médiée 
par la protéine IcsA (120 kDa) codée par le plasmide de virulence; cette protéine de membrane 
externe localisée à un pôle de la bactérie induit la polymérisation de l’actine, l’assemblage et la 
croissance polarisés de ces filaments. La bactérie est alors propulsée dans le cytoplasme cellulaire 
à la vitesse de polymérisation de l’actine (6 à 60µm/min). Ce mouvement permet le passage de la 
bactérie de cellule à cellule au sein d’une monocouche épithéliale. Ce processus aboutit à une 
colonisation rapide et efficace de l’épithélium caractéristique de l’infection par Shigella.  
Outre le caractère invasif de Shigella, certaines souches sécrètent aussi des toxines, renforçant 
encore leur virulence. La toxine dysentérique ou Shiga toxine, codée par le gène stx est 
exclusivement produite par S. dysenteriae 1. Sa présence semble provoquer la destruction des 
cellules endothéliales et pourrait expliquer le syndrome hémolytique-urémique (SHU) associé à 
l’infection par S. dysenteriae 1.  
 
C. Réponse immunitaire induite au cours de la shigellose 
C.1. Réponse innée  
 
La réponse innée correspond à la première ligne de défense contre l’infection bactérienne. Elle 
permet de localiser l’infection et joue également un rôle dans l’induction de la réponse spécifique. 
Dans le cas de Shigella, cette réponse de type inflammatoire comporte deux étapes. Au cours de la 
première phase, le processus inflammatoire est localisé au niveau des follicules lymphoïdes, qui 
représentent les sites d’entrée des bactéries dans l’épithélium intestinal. Son déclenchement est 
principalement lié à la libération massive des cytokines pro-inflammatoires, IL-1β et IL-18 
par les macrophages pré-apoptotiques84. 
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Dans une seconde phase, ce processus s’étend à l’épithélium villositaire, conduisant à une 
destruction tissulaire intense. En effet, l’invasion des cellules épithéliales par les bactéries active 
une voie de signalisation nommée NF-kB dont le facteur protéique activera les gènes pro-
inflammatoires des cellules de l’hôte. Il en résulte une production de cytokines pro-
inflammatoires, en particulier l’IL-885. Toutefois, les shigelles parviennent à moduler cette 
réponse inflammatoire en bloquant la voie NF-kB à plusieurs niveaux86, 87. 
A un stade ultérieur, les bactéries sont finalement tuées par les PMN qui jouent donc un double 
rôle dans le processus physiopathologique: d’abord, en faveur des bactéries en permettant leur 
entrée après effraction de la barrière intestinale, puis en faveur de l’hôte en les éliminant. 
 
C.2. Réponse spécifique  
 
En réponse à l’infection par Shigella, l’hôte va développer des réponses immunitaires cellulaires 
et humorales. Les cibles et les effecteurs de la réponse humorale, aussi bien que leur rôle dans la 
protection, ont été largement étudiés alors que peu de données sont disponibles en ce qui concerne 
la réponse cellulaire induite par ce pathogène. 
 
C.2.a. Réponse cellulaire  
Certaines études mettent en évidence une production élevée d’interférons IFN-γ et d’interleukine 
10, suggérant la participation de cellules T auxiliaires de type 1 en réponse à une infection par 
Shigella88, 89. Cependant, bien que l’activation de ces cellules T semble apparaître localement, la 
réponse cytotoxique et son rôle éventuel dans la protection restent mal connus et controversés90. 
 
C.2.b. Réponse humorale  
Lors d’une infection induite par Shigella, l’hôte met en place deux types de réponses immunitaires 
humorales : une réponse humorale systémique médiée par la production d’anticorps sériques, 
principalement des immunoglobulines d’isotype G (IgG) et une réponse humorale locale 
caractérisée par la production d’immunoglobulines d’isotype A (IgA) secrétoires locales. Ces 
anticorps sont dirigés essentiellement contre la partie polyosidique du LPS (Ag-O) et 
minoritairement contre des antigènes protéiques (codés par le plasmide de virulence : Ipa, VirG et 
IcsA). Si leur contribution individuelle n’est pas bien établie, il est clair en revanche que les 
anticorps anti-Ag-O jouent un rôle clé dans la protection de l’hôte contre une ré-infection. La 
plupart des données épidémiologiques91 et expérimentales92 indiquent que l’immunité 
protectrice est spécifique de l’espèce, et pour une espèce donnée, spécifique du sérotype. La 
protection est donc liée à la structure de la partie antigène O du LPS, structure qui est 
propre à chaque souche prévalente (FIGURE 12). Du fait de la diversité des structures 
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antigéniques, seul un vaccin multivalent pourra prétendre à l’éradication de la maladie (FIGURE 
10). Ce point est un obstacle majeur au développement d’un vaccin efficace anti-Shigella. La 
fonction protectrice des anticorps protéiques, quant à elle, n’est pas encore clairement définie. 
 
 
FIGURE 12| Antigènes Ag-O de S. flexneri, S. dysenteriae 1 et S. sonnei 
(D’après Levine et coll.75) 
Figure de gauche: Les antigènes Ag-O permettent de définir les éspèces et sous-espèces (sérotypes) de Shigella. Le 
sérotypage de S. flexneri est complexe. La taxonomie actuelle reconnait 14 sérotypes et sous sérotypes de S. flexneri qui sont 
définis par des antigènes de type (I, II, IV–VI) et de groupes (3, 4, 6, 7, 8) 
Figure de droite: 13 des 14 sérotypes ou sous-sérotypes de S. flexneri (tous à l’exception de S. flexneri 6) partagent une 
structure commune: un tétrasaccharide linéaire composé de trois résidus rhamnose, liés en 2 ou 3 et d’un D-glucose N-acétylé 
lié en position 2. Ils se distinguent par le greffage d’un résidu D-glucose et/ou d’un groupe O-Acétyl à des positions variables sur 
le tétrasaccharide. L’Ag-O de S. flexneri 6 présente un D-galactose en tant que 3ème résidu du tétrasaccharide et un D-Galactose 
N-acetylé en position terminale. La structure de S. flexneri 4c n’a pas encore été rapportée. Sont également présentées les 
structures de l’Ag-O de S. dysenteriae 1 et S. Sonnei, qui devraient êtres inclus dans un vaccin multivalent. 
 
 
D. Avancées des stratégies vaccinales (état de l’art) 
 
Pour lutter contre la shigellose ou d’autres maladies infectieuses, les approches envisagées sont 
généralement de type préventif et/ou thérapeutique. A la différence des autres maladies 
diarrhéiques, la shigellose ne peut être traitée par la seule réhydratation. L’approche 
thérapeutique, basée sur l’emploi d’antibiotiques dits de première ligne, s’est révélée efficace 
par le passé mais se heurte de plus en plus à l’augmentation de souches pharmacorésistantes. 
Ainsi, dans les années 1940, Shigella a acquis une résistance aux sulfamides ; dans les années 
1950 à la tétracyline et au chloramphénicol ; dans les années 70 à l’ampicilline et à la fin des 
années 80, au triméthoprime-sulfaméthoxazole93. Aujourd’hui, elle oblige l’usage d’antibiotiques 
plus rares et chers (fluoroquinolones et céphalosporines de 3ème génération) pour lesquels 
certaines souches semblent avoir développé une résistance. L’approche préventive réserve aussi 
certaines limites. Les faibles ressources des pays pauvres rendent peu vraisemblable 
l’amélioration des conditions sanitaires des zones endémiques. Les difficultés structurelles que 
rencontre le continent africain pour assurer son développement économique et la crise asiatique 
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sont autant de facteurs négatifs, mais le poids de l’augmentation de la population reste 
certainement le facteur dominant.  
Les premières tentatives vaccinales datant des années 1940-1950 ont été basées sur l’utilisation de 
vaccins inactivés administrés par voie parentérale94. Leur échec a contribué à entretenir la vision 
selon laquelle il n’y aurait jamais de vaccin contre la shigellose. Ce concept a prévalu jusqu’à 
récemment, en dépit des résultats prometteurs obtenus dans les années 1960, après vaccination 
orale avec des souches atténuées91. 
 
En 1996, le développement d’un vaccin anti-Shigella a été considéré comme une priorité par 
l’OMS93 qui a défini des critères pour leur conception incluant : l’immunogénicité suite à 
l’administration d’une seule dose vaccinante, la facilité d’administration, la stabilité de la 
préparation vaccinale dans des conditions variées de climat et l’absence d’effets secondaires. La 
mise au point d’un vaccin multivalent et unique est aussi fortement encouragée. Suite à ces 
recommandations, différentes stratégies vaccinales ont été investiguées qui sont porteuses de 
résultats prometteurs.   
 
D.1. Les souches vivantes de virulence atténuée 
 
De nombreuses souches de virulence atténuée ont été construites ces dernières années et certaines 
d’entre elles ont atteint un stade avancé dans les essais cliniques. Les stratégies d’atténuation, 
basées sur l’inactivation rationnelle de gènes précis, ont pour but de concevoir des souches au 
pouvoir pathogène réduit, mais qui restent néanmoins capables de stimuler efficacement une 
réponse immunitaire protectrice. Or, pour induire une telle réponse, les souches doivent 
conserver leur caractère invasif. D’autre part, il existe une étroite relation entre le processus 
d’invasion des cellules épithéliales par Shigella et la réaction inflammatoire entraînant une 
destruction tissulaire massive. Trouver un bon équilibre entre tolérance et efficacité se révèle 
donc être la principale difficulté à surmonter dans le développement de ce type de vaccin. 
Deux types d’atténuation ont été ciblés dans ce but. Elles visent soit des gènes impliqués dans une 
voie métabolique essentielle à la survie de la bactérie dans les tissus, soit des gènes de 
virulence. 
En 2006, l’OMS a dressé un bilan des vaccins candidats les plus prometteurs qui utilisent cette 
technique95. Dans le cas de S. flexneri 2a, la souche SC60296 et la gamme CVD 97-99développée 
par l’université de Maryland (University of Maryland Center for Vaccine Developpment, USA) 
font l’objet d’essais cliniques avancés. Ces essais consistent à vérifier l’innocuité et 
l’immunogénicité d’une dose croissante unique de la souche candidate et à définir, ainsi, une dose 
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tolérée et protectrice qui serait utilisée dans la composition vaccinale finale. L’ajustement de cette 
dose s’avère particulièrement délicate100.  
Des souches atténuées contre S. dysenteriae (SC599) et contre S. sonnei (WRSS1)101, 102 sont 
également disponibles. Ces différentes souches pourraient être à la base d’un vaccin oral trivalent 
contre la shigellose. 
  
Les vaccins vivants de virulence atténués ont l’avantage de pouvoir être administrés par voie 
orale. De cette manière, cette approche permet, d’une part, de délivrer une grande quantité et 
diversité d’antigènes, et d’autre part de les présenter directement aux structures lymphoïdes 
associées à la muqueuse intestinale qui sont les sites inducteurs des réponses locales et 
systémiques. L’administration d’une seule dose peut être suffisante, ce qui représente un avantage 
supplémentaire. Cependant, il existe des obstacles majeurs au développement de cette approche. 
L’influence de la délétion introduite sur l’induction de la réponse immune spécifique ne peut 
être prédite. Il faut alors construire et tester de nombreux mutants de façon à trouver le meilleur 
équilibre entre atténuation et immunogénicité. Par ailleurs, la réversion possible vers la 
virulence nécessite la délétion de plusieurs gènes, alourdissant d’autant plus la construction de 
ces souches. La possibilité d’effets secondaires chez certains individus, notamment les personnes 
immunodéprimées est également problématique. Enfin, le maintien de la chaîne du froid requis 
pour ce type de vaccin reste peu adapté à leur utilisation dans les pays pauvres où l’infrastructure 
nécessaire est souvent inadéquate voire inexistante. D’autres approches s’avèrent nécessaires. 
 
D.2. Les vaccins de 2ème génération 
 
Puisque le polysaccharide O-PS du LPS de Shigella est indispensable à la virulence de la bactérie 
et aux phénomènes immunitaires, le développement de vaccins sous-unités de type glyco-
conjugués est la deuxième approche prometteuse. Des vaccins candidats sous-unités sont 
disponibles, en particulier un vaccin parentéral anti-S.sonnei composé de LPS détoxifié conjugué 
à un toxoïde. Les premières données cliniques sont encourageantes dans la mesure où ce vaccin a 
démontré une efficacité protectrice de 74% chez l’adulte lors d’une épidémie de S. sonnei dans un 
camp d’entraînement de l’armée israélienne40. D’autres études menées sur S. sonnei et S. flexneri 
2a utilisent de nouvelles protéines porteuses (rEPA et CRM9) dans le but d’accroître 
l’immunogénicité de la construction finale103. Efficace chez l’adulte, cette stratégie a été par la 
suite validée chez les jeunes enfants104.  
D’autres approches particulaires moins avancées existent, préparées à partir de protéosomes105 
(mélange de LPS et de protéines bactériennes de membrane externe) ou de ribosomes106, 107 
(complexes non covalents de polysaccharide O et de particules ribosomales de Shigella).  
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L’utilisation de vaccins sous-unités permet d’éviter les difficultés rencontrées lors de la mise au 
point de vaccins vivants de virulence atténuée. Pourtant, d’autres limitations apparaissent : la 
purification des différents composés polyosidiques, le manque de reproductibilité (ou 
standardisation du vaccin) et le coût de production élevé sont autant de points à prendre en compte 
pour améliorer ce type de vaccins. Dans ce contexte, l’approche semi-synthétique, récemment 
validée pour H. influenzae (cf partie I.B.4, page 31), peut lever les limites des vaccins sous-unités. 
 
D.3. Le recours aux Vaccins Semi-Synthétiques Conjugués PS-Protéine:  
Une nouvelle approche vaccinale prometteuse 
 
Cette approche a été validée dans le cas de S. dysenteriae 1 et plus récemment de S. flexneri 2a.  
Concernant S. dysenteriae 1, l’unité répétitive de l’Ag-O est un tétrasaccharide108 (FIGURE 13). 
 
→3)-α-L-Rhap-(1→3)-α-L-Rhap-(1→2)-α-D-Galp-(1→3)-α-D-GlcpNAc-(1→ 
 
FIGURE 13| Glycoconjugués semi-synthétiques à potentiel vaccinal contre S. dysenteriae 1 
(D’après Pozgay et coll. 109) 
 
Des fragments tétra-, octa-, dodéca et hexadécasaccharidiques de l’Ag-O munis d’un bras 
espaceur sélectivement activable à leur extrémité réductrice ont été synthétisés109 et couplés à la 
HSA (Human Serum Albumin) par la technique du point d’ancrage unique. Une famille de 
conjugués différant par la taille de la composante saccharidique et le taux de greffage a ainsi été 
construite. A l’exception du conjugué tétrasaccharidique, tous les conjugués se sont révélés être 
de meilleurs immunogènes chez la souris qu’un conjugué de deuxième génération utilisé comme 
référence. D’autre part, il a été observé une corrélation entre la taille de l’haptène saccharidique et 
leur densité sur la protéine50. L’immunogénicité maximale des conjugués pourrait donc être 
optimisée en ajustant ces 2 paramètres et en permettant ainsi l’accessibilité aux épitopes aussi bien 
protéiques que saccharidiques. Dernièrement, l’importance du résidu terminal et sa contribution à 
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l’effet immunogène de l’haptène saccharidique ont été mises en évidence. Ainsi, à taille et taux de 
greffage similaires, les glyco-conjugués comportant un résidu N-acetyl-D-glucosamine ou D-
galactose à leur extrémité non réductrice induisent une sécrétion d’IgG beaucoup plus élevée que 
ceux pourvus d’un résidu L-rhamnose110. 
Concernant S. flexneri 2a, l’unité répétitive (UR) de l’Ag-O est un pentasaccharide composé d’un 
tétrasaccharide linéaire ramifié par un résidu D-glucose (FIGURE 14). 
 
 
FIGURE 14| Unité répétitive de S. flexneri 2a 
(D’après Phalipon et coll.2) 
 
Une large gamme (23) d’oligosaccharides synthétiques allant du mono au pentasaccharide dont 
les séquences sont obtenues par permutation circulaire des différents résidus de l’unité répétitive 
de l’Ag-O a été évaluée selon les techniques conventionnelles utilisées en ELISA d’inhibition. Le 
motif ECD s’avère être le motif déterminant pour induire une réponse protectrice. D’autre part, le 
tétrasaccharide ramifié B(E)CD apparaît comme l’épitope immunodominant. Enfin, l’élongation 
de la chaine (du tétra au décasaccharide) améliore significativement la reconnaissance pour 4 des 
5 anticorps testés2. Les motifs ECD, B(E)CD, AB(E)CD111 (=UR), [AB(E)CD]2112 (=2UR), et 
[AB(E)CD]3112 (=3UR), ont donc été synthétisés chimiquement et couplés à l’anatoxine tétanique 
(TT). Seuls, les conjugués comportant de une à trois unité répétitives induisent une production 
d’anticorps chez la souris. Cette réponse est croissante avec le nombre d’UR. Ainsi, le 
pentadécasaccharide, dont l’immunogénicité est supérieure à celle du glycoconjugué de 
seconde génération utilisé comme référence, s’avère être un bon candidat pour le développement 
d’un futur vaccin de troisième génération contre S. flexneri 2a. 
Cette démarche, appliquée aux sérotypes les plus virulents de Shigella, permettrait d’élaborer à 
terme un vaccin multivalent répondant aux différents critères de pureté, de qualité, d’efficacité et 
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de reproductibilité. C’est dans ce cadre que s’inscrit notre projet qui a pour objectif le 
développement d’une voie de synthèse chimio-enzymatique pour les haptènes 1b et 3a de 
Shigella flexneri qui sont également des espèces prévalentes, responsables de la forme endémique 
de la shigellose (FIGURE 10).   
 
La synthèse de ces haptènes oligosaccharidiques de S. flexneri 1b et 3a implique des réactions d’ 
α-glucosylation de la N-acétyl-D-glucosamine et du L-rhamnose, difficilement réalisables par 
voie chimique. En revanche, ces réactions pourraient être catalysées plus aisément via des glyco-
enzymes. Le projet ANR « Optigluc » dans lequel s’intègrent nos travaux propose de développer 
une stratégie de synthèse chimio-enzymatique employant des transférases natives ou construites 
« à façon » pour satisfaire les exigences de la voie de synthèse proposée par les chimistes. Le défi 
majeur du projet est de démontrer qu’il est possible de mettre à profit les technologies 
d’ingénierie enzymatique pour modifier la spécificité de ces enzymes et les adapter à la 
glucosylation de molécules naturellement mal reconnues et destinées à intégrer la voie de 
synthèse chimique. Dans notre cas, il s’agira de glucosyler des dérivés de la N-acétyl-D-
glucosamine et du L-rhamnose, porteurs de substituants qui permettront de poursuivre par voie 
chimique la synthèse des oligosaccharides antigéniques. La glucosylation de molécules peut être 
envisagée par l’emploi de différents types d’enzymes qu’il convient maintenant de présenter. 
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PARTIE III : LES GLYCO-ENZYMES 
 
 
Les glucides et les glycoconjugués sont des composants essentiels des systèmes vivants, qu’ils 
soient microbiens, végétaux ou animaux. Ils y sont présents sous des formes extrêmement variées 
et interviennent dans le stockage d’énergie, la structure des parois cellulaires, les phénomènes 
d’interactions ou de signalisation cellule-cellule, hôte-pathogène, et dans la glycosylation des 
protéines. Cette étonnante diversité repose sur l’action d’une multiplicité d’enzymes capables 
d’agir sur des molécules glucidiques et plus particulièrement d’intervenir dans la synthèse de 
motifs extrèmement variés.  
Dans la classification proposée par B. Henrissat113, les enzymes responsables de la synthèse des 
sucres sont répertoriées dans deux classes distinctes : les Glycoside-Hydrolases (GHs) et les 
Glycosyltransférases (GTs). Cette classification, dénommée classification CAZy 
(« Carbohydrate-Active enZymes ») a d’abord été proposée en 1991 pour les glycoside-
hydrolases113-116. Elle a ensuite été élargie aux autres classes d’enzymes actives sur les sucres 
(glycosyltransférases, carbohydrate-esterases et polysaccharide-lyases)117, ainsi qu’à leurs 
modules non catalytiques118. L’ensemble des données est disponible sur le serveur URL : 
http://www.cazy.org/  régulièrement mis à jour. La classification est basée sur les homologies de 
séquence et regroupe en familles des enzymes ayant des motifs structuraux communs et un 
mécanisme d’action catalytique analogue.  
 
A. Choix des glyco-enzymes  
A.1. Les glyco-enzymes impliquées dans la glucosylation du LPS de S. flexneri ? 
 
Pour la synthèse chimio-enzymatique des antigènes O de S. flexneri 1b et 3a et en particulier la 
glucosylation de la N-acétyl-D-glucosamine et du L-rhamnose, les premières enzymes à considérer 
sont les enzymes impliquées dans la glucosylation du LPS de la bactérie. Un complexe tri-
enzymes intervenant dans ce processus a été identifié. Il s’agit des enzymes GtrA, GtrB et Gtr 
(type) qui dépendent d’un même opéron porté par un bactériophage tempéré. La fonction précise 
des protéines transmembranaires correspondantes GtrA, GtrB et Gtr (type) n’est pas entièrement 
élucidée. Cependant, un modèle illustrant le processus de glucosylation de l’antigène O a été 
récemment proposé. Gtr-B permettrait de générer l’UndP-glucose (undecaprenol phophate-
glucose). Ce précurseur serait alors transloqué par la GtrA depuis le cytoplasme vers le 
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périplasme, où le résidu glucosyl serait transféré sur un antigène en voie de synthèse119-121 par une 
Gtr (type) spécifique pour chaque sérotype. 
Pour les sérotypes 1a, 2a, 4a, 5a et X, cinq Gtr (type) ont été identifiées mais restent encore 
inclassées dans la base de données CAZy. Notons qu’aucune Gtr (type) n’est connue pour les 
sérotypes 1b et 3a. En général, ces Gtr (type) ne partagent pas d’homologie significative. Cette 
diversité protéique découle certainement de leur spécificité. Par contre, elles utilisent toutes le 
UndP-glucose comme substrat. Les connaissances sur ces Gtr (type) restent encore peu 
avancées122-124. Notamment, des modèles topologiques des Gtr (type) réalisés par des programmes 
informatiques de prédiction révèlent qu’elles contiennent de 9 à 11 segments 
transmembranaires122, 124. Elles sont extrêmement complexes à isoler et à étudier et utilisent un 
substrat glycolipidique peu disponible. Ces propriétés sont rédhibitoires pour leur utilisation 
dans une étape enzymatique aussi bien in vivo qu’in vitro.   
 
A.2. Vers d’autres glycosyltransférases ? 
 
Les glycosyltransférases (GTs) sont les enzymes responsables de la synthèse de la majeure 
partie des disaccharides, oligosaccharides et polysaccharides rencontrés dans la nature, la 
biosynthèse assurée par les transglycosidases du groupe des GHs étant très minoritaire. On estime 
aujourd’hui qu’environ 1 % des cadres ouverts de lecture (ORFs) de chaque génome serait dédié à 
la synthèse de liaisons osidiques125, 126, la plupart d’entre elles étant assurée par des 
glycosyltransférases. Elles catalysent le transfert de résidus glucidiques issus d’un sucre activé (le 
plus souvent par un groupement phosphate, nucléotide-phosphate ou lipide-phosphate) sur des 
molécules acceptrices spécifiques qu’elles soient glucidiques ou non. Plus de 31 500 
glycosyltransférases, dont bon nombre d’entre elles restent encore putatives sont aujourd’hui 
réparties en 89 familles dans CAZy (plus environ 500 enzymes encore non classées). Certaines 
seraient apparentées et la notion de clan a été proposée pour certaines familles125, bien que la 
banque de données ne les mentionne pas. 
 
Notons qu’hormis les GTs de S. flexneri, aucune autre glycosylransférase n’a été identifiée 
comme catalyseur de la synthèse des motifs cibles. Pour envisager leur emploi comme outil de 
glucosylation, il faudrait impérativement avoir recours à l’ingénierie pour les adapter aux 
substrats cibles. De plus, ces enzymes, généralement associées aux membranes sont délicates à 
purifier et à caractériser. De plus, les nucléotides-sucres restent chers, difficilement accessibles 
et sont parfois instables. Toutes ces considérations représentent autant d’obstacles au 
développement et à l’utilisation de ces biocatalyseurs à grande échelle. 
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A.3. Une préférence pour les glycoside-hydrolases … plus particulièrement les 
glucane-saccharases 
 
Les glycoside-hydrolases (GHs) sont des enzymes très largement répandues, impliquées dans 
l’hydrolyse d’une liaison osidique. Elles sont principalement actives pour la dégradation des 
oligosaccharides ou polysaccharides (glycosidases: E.C.3.2.1.x) mais certaines sont aussi 
capables de former des liaisons osidiques (transglycosidases : E.C.2.4.x.y). D’autres 
présentent une activité lyase (EC.4.2.x.y.) ou ont même perdu leur machinerie catalytique pour 
évoluer vers d’autres fonctions comme transporteur d’acides aminés127, inhibiteurs128 ou encore 
agir comme la lectine129. A ce jour (décembre 2007), on dénombre 106 familles de GHs, elles-
mêmes subdivisées en sous famille. Certaines familles sont regroupées en clans (14 clans : GH-A 
à GH-N) lorsqu’elles renferment des enzymes apparentées d’un point de vue structural, résultant 
du fait que les structures des protéines sont mieux conservées que les séquences. Cinq familles ont 
été supprimées (GHs 21, 40, 41, 60 et 69) et leurs enzymes reclassées. Au total, près de 36 000 
glycoside-hydrolases putatives ou caractérisées sont, à ce jour, classées. On compte également 
317 GHs n’ayant pas encore été attribuées à l’une des familles définies.  
L’utilisation des glycoside-hydrolases, comme outils de glucosylation a été jugée plus 
appropriée pour satisfaire les critères de la synthèse enzymatique ciblée. En effet, ces 
enzymes sont souvent bon marché et abondantes ; elles sont généralement solubles, nombre 
d’entre elles peuvent être produites sous forme recombinante et beaucoup sont disponibles 
commercialement. Elles présentent souvent des spécificités de substrat (donneurs et accepteurs) 
plus larges que les glycosyltransférases. Au sein des glycoside-hydrolases, les transglycosidases 
(EC.2.4.x.y) sont présentes dans 23 familles généralement en faible nombre. En particulier, les α-
transglucosidases n’apparaissent que dans 5 familles (GHs 13, 57, 70, 77 et 94). De plus, la 
glucosylation de la N-acétyl-D-glucosamine par l’amylomaltase de Escherichia coli IFO 3806130 
(famille GH77) et par les maltose phosphorylases de Nesseria perflava131 et de Propionibacterium 
freudenreichii132 (famille GH65) a déjà été décrite. Dans le cas de l’amylomaltase, la 
glucosylation se produit par formation d’une liaison α-1,4. Par contre, aucun travail ne mentionne 
la glucosylation d’accepteurs protégés qui pourraient ensuite être rallongés par synthèse chimique. 
 
Parmi les α-transglucosidases, les amylosaccharases (EC.2.4.1.4-GH13), les dextrane-saccharases 
(E.C.2.4.1.5-GH70) et les alternane-saccharases (E.C.2.4.1.140-GH70) sont des enzymes 
spécifiques du saccharose, catalysant la synthèse de polymères de glucose (glucanes) par 
transferts successifs d’unités α-D-glucopyranosyles. Ces glucane-saccharases se révèlent être 
particulièrement attractives pour notre étude, dans la mesure où elles sont aussi capables de 
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glucosyler une large gamme d’accepteurs saccharidiques, voire des molécules hydroxylées. 
Chacune d’entre elles possède une ou plusieurs spécificités de liaison, permettant ainsi de 
disposer d’une gamme d’enzymes de spécificité différente : α(1-2)/ α(1-3)/ α(1-4) et α(1-6). Enfin, 
le saccharose qu’elles utilisent naturellement comme donneur est un substrat abondant et peu 
coûteux. Ce sont donc ces enzymes qui ont été proposées comme candidates à l’étape 
enzymatique.  
 
B. Les outils enzymatiques : les glucane-saccharases 
 
Les glucane-saccharases (GS) sont des enzymes d’origine bactérienne capables de synthétiser des 
glucanes de masse moléculaire élevée par transferts successifs d’unités α-D-glucopyranosyles à 
partir de saccharose seul, selon la réaction : 
• n (Saccharose) Î (Glucose)n + n (Fructose) 
 
En présence de molécules acceptrices exogènes, principalement des monosaccharides, elles 
peuvent également catalyser leur glucosylation, formant alors de nouveaux oligosaccharides de 
faible DP (Degré de Polymérisation) : 
• Saccharose + Accepteur Î Accepteur glucosylé + Fructose 
 
L’ensemble des GS est regroupé dans les familles 13 et 70 des GH. Alors que la famille GH70 est 
composée uniquement de GS (73 recensées, 37 identifiées), la famille GH13 (ou famille des α-
amylases) contient des enzymes amylolitiques (plus de 4000 recensées) aux activités (21) et 
spécificités remarquablement variées. En outre, l’amylosaccharase est la seule enzyme de cette 
famille dotée d’une activité polymérase. Cette capacité à former un polymère à partir du 
saccharose la rapproche des GS de la famille GH70. 
Enfin, notons que ces 2 familles d’enzymes (GH13 et GH70) constituent au même titre que la 
GH77 (famille de l’amylomaltase ou 4-α-glucanotransférase) le clan GH-H. L’appartenance à ce 
même clan reflète les caractères communs suivants : 
• un même mécanisme de rétention de configuration anomérique de la liaison 
osidique 
• une même machinerie catalytique constituée d’une triade catalytique composée de 
deux acides aspartiques et d’un acide glutamique 
• une même structure du domaine catalytique (β/α)8 
 
Aussi, au vu des similarités existant entre les glucane-saccharases des familles GH13 et GH70, 
nous présenterons tout d’abord ces enzymes sur un plan général en insistant davantage sur les 
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données connues relatives à la glucosylation d’accepteurs non naturels. Puis nous recentrerons 
l’exposé sur l’amylosaccharase de N. polysaccharea, enzyme la plus utilisée dans l’étude et qui a 
fait l’objet de la stratégie de remodelage.  
 
B.1. Présentation des glucane-saccharases  
B.1.a. Biodiversité des glucane-saccharases 
 
La grande variété de spécificités des glucane-saccharases a amené à classer ces enzymes en 
fonction de la nature des glucanes qu’elles synthétisent. Les structures de ces polymères sont 
déduites à l’aide de diverses techniques comme l’oxydation au périodate, la méthylation du 
polymère, l’analyse des fragments de méthylation, l’acétolyse et la spectroscopie R.M.N. du 
carbone 13133. 
Ainsi, les glucane-saccharases peuvent être classées en cinq groupes : 
• Les amylosaccharases (AS) (GH13, E.C. 2.4.1.4). Elles synthétisent un polymère 
de type amylose, composé essentiellement de liaisons α-1,4. Les micro-organismes 
producteurs d’amylosaccharases recensés dans la littérature appartiennent au genre 
Neisseria, mais plus récemment le séquençage de nombreux génomes bactériens a 
révélé la présence de gènes codant pour des amylosaccharases putatives. 
 
• Les dextrane-saccharases (DSR) (GH70, E.C. 2.4.1.5). Elles synthétisent un 
polymère présentant un minimum de 50% de liaisons osidiques α-1,6 successives avec 
des ramifications en α-1,2, α-1,3 ou α-1,4. Ce type de polymère, nommé dextrane, est 
soluble dans l’eau. Les dextranes les plus représentatifs sont ceux synthétisés par L. 
mesenteroides NRRL B-512F, NRRL B-742F et NRRL B-1299 
 
• Les alternane-saccharases (ASR) (GH70, E.C. 2.4.1.140). Elles catalysent la 
synthèse d’un glucane dénommé « alternane ». Il est formé d’un enchaînement de liaisons 
α-1,6 et α-1,3 alternées, et présente quelques ramifications liées en α-1,6 ou α-1,3. Trois 
souches productrices d’alternane ont été mises en évidence : L. mesenteroides NRRL B-
1355, NRRL B-1501 et NRRL B-1498133, 134,135. 
 
• Les mutane-saccharases (GH70, E.C. 2.4.1.5). Elles produisent un polymère 
constitué majoritairement de liaisons α-1,3 dans la chaîne principale, appelé mutane et 
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généralement insoluble dans l’eau. Elles sont produites par L. mesenteroides NRRL B-
523, NRRL B-1149 et par différentes souches de Streptococcus sp.136. 
 
• Les reuterane-saccharases (GH70, E.C. 2.4.1.5). Elles catalysent la synthèse 
d’un glucane dit « reuterane », composé à plus de 50% de liaisons α-1,4 dans la chaîne 
principale, le reste étant lié en α-1,6 (chaîne principale et ramification). La découverte de 
ces polymères est très récente, et seules deux souches productrices de Lactobacillus 
reuteri sont à ce jour recensées : Lb. Reuteri 121 et Lb. Reuteri « BioGaia » 137, 138. 
Les GS de la famille GH70 sont produites par des bactéries lactiques Gram+ appartenant aux 
genres Leuconostoc, Streptococcus, et Lactobacillus139. Seuls, les Streptocoques ne sont pas 
reconnus comme G.R.A.S. (Generally Recognized As Safe) par la F.D.A. (Food and Drug 
Administration). Il n’est pas rare de rencontrer des souches produisant plusieurs enzymes, comme, 
par exemple, dans celles de S. mutans140, S. sobrinus, L. citreum NRRL B-742141, L. 
mesenteroides NRRL B-1355142, L. mesenteroides NRRL B-1299143, 144 ou encore Lactobacillus 
reuteri 121145.   
Les glucane-saccharases dont le gène a été cloné sont recensées dans les TABLEAUX 4.1 et 4.2. 
 
TABLEAU 4.1| Glucane-saccharases de la famille GH13 clonées et caractérisées.   
Souche Enzyme Taille (aa) α-(1 ,6) α-(1,4) α-(1,3) α-(1,2) Référence 
N. polysaccharea ASNP 637  100   146 
Deinococcus radiodurans ASDR 644  100   147 
Deinococcus geothermalis ASDG 650  100   148 
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TABLEAU 4.2| Principales glucane-saccharases de la famille GH70 clonées et caractérisées.   
Souche Enzyme Taille (aa) α-(1 ,6) α-(1,4) α-(1,3) α-(1,2) Référence 
Ln. mesenteroides B-512F DSR-S 1527 95  5  149 
Ln. mesenteroides B-512F DSR-T5* 1499 50  40  150 
Ln. mesenteroides B-1299 DSR-E 2835 68  3 29 151 
Ln. mesenteroides B-1299 DSR-A 1290 85  15  152 
Ln. mesenteroides B-1299 DSR-B 1508 95    153 
Ln. mesenteroides B-1355 DSR-C 1477 96    154 
Ln. mesenteroides Lcc4 DSR-D 1527 majoritairement    155 
S. mutans GS 5 GFT-D 1430 70  30  156 
S.oralis GTF-R 1575 86    157, 158 
S. downei Mfe 28 GTF-S 1365 90    159 
S. sobrinus OMZ176 GTF-T 1468 79  21  160 
S. sobrinus B13N GTF-U 1554 69  31  161 
S. salivarius ATCC 25975 GTF-K 1599 100    162 
S. salivarius ATCC 25975 GTF-M 1577 95    162 
S. gordonii  CH1 GTF-G 1577 75  23  163 
Lb. reuteri 180 GTF-180 1772 61  39  145 
Lb. sakei Kg15 GTF-Kg15 1561 90  10  145 
Lb. fermentum Kg3 GTF-Kg3 1595 92  8  145 
Lb. parabuchneri 33 GTF-33 1463 81  19  145 
S. salivarius ATCC 5975 GFT-L 1449 50  50  162 
S. salivarius ATCC 25975 GTF-J 1517   90  162 
S. mutans GS 5 GTF-B 1475 12  88  164 
S. mutans GS 5 GTF-C 1375 15  86  165 
S. downei Mfe 28 GTF-I 1597 12  88  166 
S. sobrinus 6715 GTF-Ia 1592   majoritairement  167 
Lb. reuteri ML1 GTF-MLI 1772 35  65  145 
Lb. reuteri 121 GTF-A 1781 43 57   137 
Lb. reuteri BioGaia GTF-Bio 1781 22 78   138 
Ln. mesenteroides  B-1355 ASR 2057 45  55  154 
Ln. mesenteroides B-1299 GBD-CD2* 1745    100 
168 
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B.1.b Données structurales 
Avec une masse molaire moyenne de 160 à 180 kDa169, les GS de la famille GH70 sont de taille 
beaucoup plus importante que les amylosaccharases de la famille GH13 de masse molaire voisine 
de 70 kDa. Cette taille assez inhabituelle les rend particulièrement délicates à exprimer sans 
formes dégradées, à purifier mais aussi à cristalliser. Aussi, jusqu’en 2007, aucune structure 
tridimensionnelle n’avait été obtenue. La résolution récente des structures des GTF-A et GTF-
180 de Lactobacillus reuteri (données non publiées170) constitue une avancée remarquable, qui 
permettra à l’avenir, de mieux comprendre les facteurs structuraux impliqués dans la spécificité 
des glucane-saccharases.  
En l’absence de structure 3D, les analyses de structure primaire et les prédictions de structure 
secondaire ont cependant permis de révéler la proximité structurale et mécanistique des enzymes 
de la famille GH70 avec celles de la famille GH13, famille pour laquelle de nombreuses structures 
ont été résolues (50) dont celle de l’amylosaccharase de N. polysaccharea (ASNP).   
 
B.1.b.1. Le domaine catalytique : une structure prédite en tonneau (β/α)8 
 
L’observation d’homologies de séquences dans le domaine catalytique des glucane-saccharases et 
des enzymes de la famille des α-amylases suggère que ces deux familles d’enzymes déploient un 
mécanisme apparenté171-173. Des prédictions de structures secondaires par HCA (« Hydrophobic 
Cluster Analysis »), associées aux comparaisons de séquences172,173, ont permis de conclure que le 
domaine catalytique des glucane-saccharases adopte une structure en tonneau (β/α)8 analogue à 
celle décrite pour les enzymes de la famille GH13. 
Cependant, les prédictions de structure secondaire proposées par MacGregor et coll. (1996)173 et 
Devulapalle et coll. (1997)172 divergent sur l’organisation du tonneau (β/α)8. Les premiers 
proposent une permutation circulaire des éléments E1-H1-E2-H2-E3 (avec H les hélices α et E 
les brins β), qui seraient situés après les éléments H3-E4-H5-E5-H6-E6-H7-E7-H8-E8. 
Devulapalle et coll. suggèrent au contraire un enchaînement des brins et des hélices analogue à 
celui rencontré chez les α-amylases (E1 à H8). Des travaux plus récents de modélisation du 
domaine catalytique de GTF-B de S. mutans174 et de dichroïsme circulaire effectués sur la GTF-I 
de S. downei175 soutiennent l’hypothèse d’une permutation circulaire. Cette dernière semble la 
plus vraissemblable et justifie l’appartenance de ces glucane-saccharases à une famille distincte de 
celle des α-amylases (FIGURE 15). 
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FIGURE 15| Représentation schématique de l’organisation du tonneau (β/α)8 des GS des familles GH13 et 
GH70 et des domaines N, B, B’ et C avec l’exemple de l’AS de N. polysaccharea (GH13). 
(ZV: zone variable, ? : zone située entre la permutation circulaire et C-term : domaine C-terminal). 
B.1.b.2. Les acides aminés conservés du site actif 
 
Les alignements de séquences des domaines catalytiques des enzymes des familles GH13 et 
GH70 ont permis de retrouver 6 des 7 résidus les mieux conservés dans la famille GH13172, 173. 
On observe la présence des 3 acides carboxyliques de la triade catalytique (Asp286, Glu328 et 
Asp393 de l’ASNP), de l’arginine et de l’acide aspartique correspondant, respectivement, à 
Asp182 et Arg284 de l’ASNP et d’une des deux histidines de stabilisation de l’intermédiaire 
covalent (His392 de l’ASNP). La seconde serait remplacée, chez les enzymes de la famille GH70, 
par un résidu glutamine (Gln). L’implication de ces résidus a été confirmée par mutagenèse 
dirigée chez diverses enzymes 149, 172, 175-177, suggérant qu’ils occupent les mêmes fonctions que 
pour les α-amylases173. L’observation de ces mêmes résidus « signature », chez les membres des 
familles 13 et 70 des glycoside-hydrolases, suggère un mécanisme commun pour ces deux 
familles d’enzymes, tout du moins au niveau de la formation du complexe glucosyl-enzyme. Ce 
complexe covalent glucosyl-enzyme a d’ailleurs été mis en évidence chez les glucane-saccharases 
de S. sobrinus dès 1989 par Mooser et coll.171, 178. 
 
B.1.c Mécanisme catalytique 
Les GS partagent toutes un même mécanisme dit « de rétention de la configuration anomérique », 
sous forme α générant ainsi un produit dont la stéréochimie du carbone anomérique est identique à 
celle du substrat (suite à deux inversions successives). Ce mécanisme a particulièrement bien été 
étudié chez les enzymes de la famille GH13, notamment chez l’ASNP.  
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L’hydrolyse de la liaison osidique du saccharose met ainsi en jeu deux acides carboxyliques 
critiques : un résidu acide/base (Glu) et un nucléophile (Asp)114 (FIGURE 16). 
 
FIGURE 16 | Schéma du mécanisme réactionnel suivi par l'ASNP. 
(D’après Skov et coll.179) 
Dans ce mécanisme, la première étape consiste en l’attaque du résidu nucléophile/base sur le 
carbone C1 de la partie « glycone » du substrat, générant la formation d’un intermédiaire covalent 
β-glucosyl-enzyme. Simultanément, le catalyseur acide/base cède un proton à l’oxygène de la 
liaison osidique, conduisant à la libération de fructose. Au cours de la seconde étape, le résidu 
acide/base déprotoné agit en tant que base pour activer une molécule d’eau venant attaquer le β-
glucosyl-enzyme. Si un autre sucre ou une molécule hydroxylée est présent dans le milieu 
réactionnel, une réaction de transglucosylation entre en compétition avec la réaction d’hydrolyse, 
aboutissant à la formation d’un nouvel oligosaccharide. Dans un tel mécanisme, la distance entre 
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les deux acides carboxyliques est d’environ 5.5 Å114, 180, 181. Le site actif est composé d’un 
troisième acide carboxylique (Asp), formant ainsi une triade catalytique Asp-Glu-Asp. Cet acide 
aspartique interviendrait dans la stabilisation de l’intermédiaire covalent182-184. 
Au cours du mécanisme, des états de transition de type ion oxocarbonium apparaissent180 (FIGURE 
16). L’ion oxocarbonium comporte une double liaison partielle entre les atomes O5 et C1, sur 
lesquels une charge positive est délocalisée, et est caractérisée par une configuration plane des 
atomes C2, C1, O5 et C5. Cet état est défini comme la structure de plus haute énergie au cours de 
la réaction et est donc hautement instable185. 
Des expériences de diffraction des rayons X sur des cristaux de complexes enzyme : inhibiteurs 
fluorés ont permis de piéger l’intermédiaire covalent β-glycosyl-enzyme formé par l’ASNP, 
procurant une description fine de la catalyse au niveau atomique186. Ces résultats structuraux 
entérinent l’existence de cet intermédiaire covalent, initialement proposé par Koshland en 1953 et 
qui, après avoir longtemps donné lieu à polémique, est aujourd’hui largement admis187. 
 
B.1.d. Réactions catalysées par les GS 
 
La première réaction catalysée par les glucane-saccharases est la formation d’un intermédiaire 
covalent glucosyl-enzyme. A partir de cet élément central entrent en compétition plusieurs 
réactions188. La nature des produits de synthèse dépend alors de la destination du résidu glucosyle 
(FIGURE 17) qui peut être transféré sur différentes molécules acceptrices, soit: 
 
• la chaîne de glucane en cours d’élongation, conduisant à la formation des 
polymères de haute masse molaire, 
• une molécule d’eau, conduisant à une réaction d’hydrolyse189, 
• le fructose libéré, conduisant soit à la néo-synthèse de saccharose 
(échange isotopique), soit à la formation d’isomères du saccharose,  
• une molécule acceptrice exogène, le plus souvent de type osidique. On 
parle alors de réaction d’accepteur190. Les produits issus de cette réaction 
peuvent par la suite jouer le rôle d’accepteur, aboutissant à la synthèse 
d’oligosaccharides.  
La synthèse de ces produits ne nécessite aucun apport énergétique autre que celui libéré par la 
rupture de la liaison osidique du saccharose (6.6 kcal/mol), et l’équilibre est très largement 
déplacé dans le sens de la synthèse (réactions 2, 3 ,4 et 5). 
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FIGURE 17| Réactions catalysées par les glucane-saccharases. 
 +1: formation du glucosyl-enzyme; -1: échange isotopique; 2: réaction de polymérisation;  
3: hydrolyse; 4: réaction d’accepteur; 5: formation d’isomères du saccharose. 
 
Qu’il s’agisse de réactions de polymérisation ou d’accepteur exogène, le transfert du résidu 
glucosyle a lieu du côté de l’extrémité non-réductrice des molécules acceptrices. Notamment, 
dans le cas de l’ASNP, le mode de polymérisation correspond à une élongation non-processive, 
au cours de laquelle les chaînes en cours d’élongation sont libérées dans le milieu après chaque 
transfert d’unités glucosyles191. Chez les GS de la GH70, ces chaînes fixées à des zones d’ancrage 
de la protéine ne seraient que partiellement libérées, favorisant leur disponibilité pour de 
nouvelles réactions de glucosylation. Un tel mécanisme, dit semi-processif, a été proposé, 
justifiant ainsi la formation rapide de chaînes de glucane de très haute masse molaire192.  
B.1.d.1. Les GS, catalyseurs de réactions de glucosylation d’accepteurs exogènes 
 
Alors qu’il n’existe qu’un nombre très limité de donneurs de glucosyle référencés dans la 
littérature (principalement le saccharose mais aussi quelques dérivés tels que le fluorure α-D-
glucopyranoside ou le p-nitrophenyl-α-D-glucopyranoside193, 194), une large gamme de molécules 
peut jouer le rôle d’accepteur. Ces accepteurs sont classiquement introduits dans le milieu 
réactionnel en conditions équimolaires par rapport au donneur, le saccharose. Deux types 
d’accepteurs émergent de ces travaux : 
 
• les accepteurs forts : ce sont des accepteurs facilement glucosylés par les GS. Les 
produits de glucosylation générés deviennent, à leur tour, des accepteurs potentiels, 
conduisant dans certains cas à la formation de familles d’oligosaccharides195. De tels 
accepteurs se caractérisent par leur fort pouvoir activateur, accélérant de par leur 
présence, la vitesse de consommation de saccharose. Ainsi, en présence de D-glucose et 
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de maltose, l’activité initiale de l’AS est augmentée respectivement d’un facteur 7,5 et 
6,4. Elle l’est d’un facteur 100 en présence de glycogène utilisé en conditions saturantes 
(30g/L), le meilleur accepteur de l’ASNP connu à ce jour196. La glucosylation de ces 
accepteurs est alors largement privilégiée, au détriment de la polymérisation197. Cette 
propriété à diminuer le rendement en polymère est notamment exploitée pour évaluer le 
pouvoir accepteur de ces molécules exogènes198, 199. Il est par ailleurs possible 
d’influencer la distribution de taille et le rendement en oligosaccharides en jouant sur le 
ratio des concentrations en saccharose/ accepteur 200,201, 202.  
 
• les accepteurs faibles : ce sont des accepteurs difficilement reconnus par les GS, 
formant principalement un produit mono- voire diglucosylé. Le rendement en nouveaux 
oligosaccharides est faible. Ces accepteurs n’auront pas d’effet activateur, la réaction de 
polymérisation restant prépondérante190. Introduits en large excès, ils agiront même en 
tant qu’inhibiteurs modérés203. Classé dans cette catégorie d’accepteurs, le fructose est 
converti en isomères de saccharose, généralement le leucrose203.  
 
Par ailleurs, l’accepteur exogène différant de l’accepteur naturel (D-Glucose), la liaison osidique 
créée entre le premier résidu glucosyle et l’accepteur ne correspond pas forcément à la 
spécificité de liaison de l’enzyme envers son substrat naturel. Elle dépendra du positionnement 
de cet accepteur dans le site actif de l’enzyme. A titre d’exemple, l’amylosaccharase de N. 
polysaccharea (ASNP), de spécificité α-1,4 forme majoritairement avec le L-arabinopyranose un 
produit monoglucosylé en α-1,3204. Cette liaison osidique pourra éventuellement être orientée par 
des accepteurs protégés (par un groupement tosyl) bloquant le site préférentiel de glucosylation205. 
Cependant, les glucane-saccharases conservent généralement leur spécificité de synthèse lors des 
transferts de résidus glucosyles qui suivront le premier, puisque cette fois-ci, la réaction de 
glucosylation aura lieu sur l’unité glucosyle précédemment greffée (partie réductrice des produits 
générés). Ainsi, en présence de maltose, l’ASNP synthétise une série de malto-oligosaccharides 
(liaisons α-1,4 uniquement)146. La dextrane-saccharase DSR-S de L. mesenteroides NRRL B-
512F, elle, synthétise une série d’oligosaccharides présentant une molécule de maltose côté 
réducteur, et environ 8 à 12 unités glucosyle liées uniquement en α-1,6 côté opposé197. 
L’alternane-saccharase pourra en plus synthétiser des liaisons α-1,3, la reuterane-saccharase des 
liaisons α-1,4 et la dextrane-saccharase de L. mesenteroides NRRL B-1299 des liaisons α-1,2.  
Une centaine de molécules hydroxylées de nature variée ont été identifiées comme accepteur 
d’une GS, témoignant ainsi de la plasiticité de ces enzymes au niveau de leur site de 
reconnaissance de l’accepteur : 
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• les mono- et disaccharides classiques (D-Glucose199, maltose199, isomaltose199…) 
et moins conventionnels (L-glucose206, D-Tagatose206, cellobiose207, gentiobiose199) 
• les oligosaccharides : panose199, acarbose208… 
• les polysaccharides : glycogène209, amylopectine209… 
• les sucres fonctionnalisés : l’anhydrofructose202, le fructose dianydride210, les 
alkylglucosides199, 211, les methyl-hexopyranosides198, l’acide arabinonique210, les 
aldosuloses210, les thioglucosides 205 … 
• les alditols : D-glucitol210, D-mannitol210, maltitol199, 210 
• les alcools : méthanol, éthanol, 2-chloroéthanol, propanol et isopropanol158  
• les composés aromatiques : catéchines212,213, mono- ou polyphénols (salicine214, 
flavonoides215) 
• les dérivés d’acides aminés158 
A titre d’exemple, la FIGURE 18 illustre, avec 46 accepteurs glucidiques216 testés, le potentiel de 
l’AS de Neisseria polysaccharea à reconnaître des composés autres que son accepteur naturel. 
 
FIGURE 18| Glucosylation d’accepteurs glucidiques catalysée par l’ASNP. 
(Conditions de réaction: saccharose=146mM/ accepteur=292mM) 
Outre l’accès à de nouveaux composés et à des données fonctionnelles supplémentaires sur le 
potentiel de ces GS, la glucosylation de telles molécules suscite un intérêt applicatif particulier 
dans : 
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• la synthèse de composés prébiotiques. La dextrane-saccharase de L. 
mesenteroides NRRL B-1299 est ainsi utilisée à l’échelle industrielle pour la synthèse 
des α -1,2 GOS (glucooligosaccharides) aux applications prébiotiques. Dans un autre 
registre, l’ASNP glucosyle des glucanes contenant des liaisons α-1,4 et α-1,6 (glycogène, 
amylopectine, limite-dextrines), en rallongeant leurs ramifications209. La teneur en 
amidon résistant des polysaccharides accepteurs est ainsi augmentée, et peut être 
modulée en fonction de la structure de l’accepteur et du rapport donneur/accepteur utilisé 
pour la glucosylation. Cet amidon arrive intact au niveau du gros intestin sans avoir été 
hydrolysé auparavant par les enzymes de l’estomac et de l’intestin grêle. L’amidon 
résistant joue donc le rôle de fibre alimentaire. Il est qualifié, tout comme les α-1,2 GOS 
de prébiotique puisqu’il stimule dans le colon la croissance de bactéries bénéfiques à 
l’organisme. Chez l’homme, les effets physiologiques potentiels sont la prévention du 
diabète de type II, du cancer du colon, des maladies cardio-vasculaires et de 
l’hypercholestérolémie, ainsi que le traitement de diarrhées infectieuses217. 
• la synthèse de fragments antigéniques à visée thérapeutique. L’alternane-
saccharase de L. mesenteroides NRRL 1355 en présence d’α-D-methyl galactoside 
permet l’obtention de α-D-glucopyranosyl-(1→4)-α-D-methyl galactoside198, de structure 
proche du segment répété du polysaccharide antigénique O-Ag de Salmonella sp218.  
• l’amélioration de certaines propriétés fonctionnelles de molécules à visées 
biomédicales et/ou agro-alimentaires. En effet, la fixation de dérivés glucidiques sur 
certaines macromolécules permet généralement d’améliorer efficacement leur solubilité 
et leurs propriétés émulsifiantes ou moussantes. Plusieurs exemples illustrent cette 
application: Richard et coll. sont parvenus à synthétiser des α-1,6 et α-1,2 anhydrofructo-
D-glucooligosaccharides de DP3 à partir d’anhydrofructose et en présence de 
préparations enzymatiques issues de L. mesenteroides NRRL B-512F, et B-1299 
respectivement. Ces composés sont des anti-oxydants potentiels qui pourraient être 
utilisés en agro-alimentaire219,202. Citons également la glucosylation de catéchines- anti-
oxydant médical et alimentaire- par l’activité glucane-saccharase de S. sobrinus 212,213 et 
celle de polyphénols par les GTF-D de S. mutans GS-5 220, DSR-S de L. mesenteroides 
NRRL B-512F et ASR de L. mesenteroides NRRL B-23192215. Enfin, mentionnons la 
glucosylation d’alkylpolyglucosides, employés en tant que détergents et agents 
moussants biodégradables par différentes glucane-saccharases de L. mesenteroides 211. 
Les glucane-saccharases constituent donc une alternative d’intérêt majeur à la synthèse par voie 
chimique d’oligosaccharides et glucoconjugués originaux. De plus, alors que la synthèse chimique 
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emploie des solvants nocifs à l’environnement, la synthèse enzymatique s’effectue principalement 
en milieu aqueux. On peut donc parler de « chimie verte ». De même, lorsque la glucosylation doit 
porter sur un composé non soluble dans l’eau, les glucane-saccharases démontrent également leur 
flexibilité d’utilisation, puisque certaines d’entre elles présentent une activité résiduelle non 
négligeable dans certains solvants miscibles dans l’eau215, 220.  
B.1.d.2 Les GS, catalyseurs de réactions des accepteurs cibles 
Une seule étude, ayant donné lieu à un brevet221 destiné à la synthèse d’oligosaccharides 
prébiotiques fait référence à la glucosylation du L-rhamnose et de la N-Acétyl-D-glucosamine. 
Ces travaux concluent que ces 2 accepteurs, n’affectant que très faiblement la production de 
polymère, sont peu reconnus par la GS testée, l’ASR de L. mesenteroides NRRL B-23297. De 
plus, les produits de glucosylation n’ont ni été isolés, ni caractérisés199. 
 
B.2. Les amylosaccharases  
 
Au vu de la remarquable diversité des enzymes constituant la famille 13 des GHs, une division de 
cette famille en 40 sous familles a récemment été proposée222. Basée sur la similarité de séquences 
de ces enzymes, cette classification apparaît comme un premier outil fiable dans la prédiction de 
fonction des GH13 puisqu’elle s’accompagne d’une forte corrélation entre les activités (et parfois 
les spécificités) et les sous-familles définies. A ce titre, l’amylosaccharase constitue avec la 
saccharose-hydrolase la sous famille GH13.4. 
 
B.2.a. Organismes producteurs 
 
Jusqu’à la fin des années 1990, les amylosaccharases recensées dans la littérature étaient 
exclusivement produites par des bactéries non-pathogènes du genre Neisseria (genre connu 
particulièrement pour ses deux espèces pathogènes N. meningitidis et N. gonorrhoeae). Hehre et 
Hamilton ont été les premiers, en 1946, à découvrir une amylosaccharase intracellulaire chez 
Neisseria perflava. Plus tard, la présence d’une amylosaccharase intracellulaire a été révélée chez 
six autres espèces de Neisseriae (N. canis, N. cinerea, N. denitrificans, N. sicca et N. subflava)223 
appartenant à la flore de la cavité buccale et potentiellement impliquées dans la formation de la 
plaque dentaire224. Enfin, une amylosaccharase supposée extracellulaire a été identifiée chez 
l'espèce N. polysaccharea qui provient du rhino-pharynx d'enfants sains d'Europe et d'Afrique225 
Cette enzyme, dont le gène a été cloné puis séquencé en 1999, est la première amylosaccharase 
recombinante caractérisée146. Sa structure tridimensionnelle a été décrite en 2002179.  
Le séquençage récent de nombreux génomes bactériens et leur analyse par le logiciel BLAST a 
révélé la présence de 34 gènes d'amylosaccharases putatives, dont la séquence protéique 
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présente entre 33 et 97 % d’identité avec celle de l’AS de N. polysaccharea et le domaine 
catalytique varie entre 37 et 98% (FIGURE 19). Toutes possèdent les résidus catalytiques identifiés 
chez cette dernière par mutagénèse dirigée (cf partie III.B.2.d.2., page 69).  
 
 
FIGURE 19| Amylosaccharases hypothétiques identifiées dans les génomes séquencés via le logiciel BLAST 
(analyse effectuée en novembre 2007). 
Le pourcentage d’identité et de similarité (global, au niveau du domaine catalytique, du domaine B et du domaine B’) est calculé 
en prenant l’amylosaccharase de Neisseria polysaccharea comme référence. Celui relatif à la séquence consensus est 
déterminé à partir de la séquence consensus globale des GH13.4. 
 
Ceci a conduit à la caractérisation de 2 nouvelles amylosaccharases recombinantes issues de 
D. radiodurans147 (2005) et de D. geothermalis148 (2007). En revanche, la caractérisation des 
enzymes identifiées chez les souches du genre Xanthomonas a montré qu'il s'agissait de 
saccharose-hydrolases (SUHs)226, 227. Selon Pizzut-Serin et coll. (2005)147, la structure du 
domaine B’ pourrait jouer un rôle important dans l’activité polymérase. Les saccharose-
hydrolases possèdent un domaine B’ présentant un faible pourcentage d’identité (32%) avec celui 
de l'amylosaccharase de Neisseria polysaccharea (ASNP). Cependant, leur pourcentage de 
similarité reste très élevé (83%). Il apparaît donc difficile de conclure sur les éléments structuraux 
responsables de l’activité polymérase des amylosaccharases. Ils pourraient être attribués au 
domaine B’ et/ou à des acides aminés clés impliqués dans l’activité transglucosidase de cette 
enzyme (cf partie III.B.2.d.2., page 69). Enfin, notons que les 2 domaines B et B’, boucles 
d’extension du domaine catalytique sont des domaines très conservés en terme de similarité de 
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séquences au sein de la famille GH13_4. A ce jour, l'AS de Neisseria polysaccharea est la plus 
étudiée et la mieux caractérisée de ces enzymes. 
 
B.2.b. Séquences consensus de la famille GH13.4 
 
En réalisant un alignement des 34 séquences d'amylosaccharases ou saccharose-hydrolases 
putatives à l’aide du programme MUSCLE http://phylogenomics.berkeley.edu/cgi-
bin/muscle/input_muscle.py et en le soumettant ensuite au logiciel WebLogo 
(http://weblogo.berkeley.edu/logo.cgi), on obtient une représentation très visuelle des motifs 
conservés, appelée séquence logo (FIGURE 20). Celle-ci met en lumière un grand nombre de 
résidus strictement conservés sur les 34 séquences analysées. Notamment, elle permet de 
visualiser les 11 motifs consensus définis ci-après pour cette famille. Tous ces motifs couvrent 
l’ensemble des résidus clés de l’AS de Neisseria polysaccharea qui ont été identifiés. Ces résidus 
seront présentés par la suite. 
 
 
FIGURE 20 | Séquence logo des amylosaccharases et saccharose-hydrolases (famille GH13.4) 
Les 7 séquences consensus relatives à la famille GH13 sont surlignées en jaune; les 4 propres à la famille GH13.4 le sont en 
bleu. 
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B.2.b.1. Les sept séquences « signature » de la famille GH13 
Les alignements de séquences des enzymes de la famille 13 des glycoside-hydrolases ont permis 
de révéler l’existence de 4 séquences consensus (I à IV), positionnées près de l’extrémité des 
brins β3 (I : 182-187), β4 (II : 282-293), β5 (III : 328-331) et sur la boucle 7 (IV : 388-395)228-
230. Ces séquences renferment les 7 résidus les plus conservés de la famille GH13: les trois acides 
carboxyliques catalytiques (Asp286, Glu328 et Asp393 selon la numérotation de l’ASNP) 
(régions II, III et IV), les deux histidines de stabilisation de l’intermédiaire (His187 et His392) 
(région I et région IV) et les deux résidus impliqués dans le maintien de l’intégrité structurale 
(Asp182 et Arg284) (régions I et II). Seuls les trois résidus constituant la triade catalytique (deux 
acides aspartiques et un acide glutamique) sont strictement conservés dans la famille228. 
Une séquence consensus additionnelle (région V : 250-258), proposée par Janecek228, est située 
près de l’extrémité C-terminale du domaine B. Elle renferme un acide aspartique impliqué dans la 
fixation de l’ion calcium trouvé invariablement chez les α-amylases231, 232. Janecek228, 233 fait état 
de 2 autres séquences consensus au niveau des brins β2 (région VI : 125-134) et β8 (région VII : 
480-489) qui contiennent respectivement, une glycine et une proline (Gly126 et Pro134), et une 
autre glycine (Gly480). Ces 3 résidus, fréquemment rencontrés chez les enzymes de la famille 
GH13, interviendraient dans le maintien de l’intégrité structurale de ces enzymes.  
Six de ces 7 motifs sont situés sur des brins β du tonneau catalytique (β/α)8, le 7ème appartenant au 
domaine B des ASs ou SUHs (cf partie III.B.2.d., page 70). 
B.2.b.2. Les quatre séquences consensus additionnelles de la famille GH13.4 
Trois zones additionnelles propres aux amylosaccharases et aux saccharose-hydrolases ont été 
décrites234. Elles sont situées sur les boucles 2 (région VIII : 144-149) et 8 (région X : 509-514) 
du tonneau (β/α)8. On y retrouve les acides aminés clés conservés Asp144 et Arg509 formant le 
pont salin (cf. partie III. D.2.d.2., page 70). La troisième zone remarquable (région IX : 225-237) 
est située au niveau du domaine B. Elle renferme notamment l’arginine 226, dont le rôle sera 
explicité par la suite (cf. partie III.B.2.d.2.b., page 74). 
A ces trois motifs, nous avons ajouté une quatrième zone (région XI : 446-456) localisée sur le 
domaine B’, domaine spécifique à cette famille. Elle contient notamment l’arginine 446 impliquée 
dans l’activité de transglucosylation de l’ASNP (cf. partie III.B.2.d.2.a., page 72). 
En utilisant l’ensemble de ces 11 séquences consensus, on obtient une séquence consensus globale 
de la famille GH13.4 présentée en FIGURE 21. Sur la base de cette séquence composée de 96 
résidus, les 34 amylosaccharases ou saccharose-hydrolases partagent une moyenne de 79% 
d’identité (de 67% à 86%) et de 90% de similarité (de 83 à 93%). 
  79 
 
FIGURE 21| Alignement des séquences consensus des GH13.4 et identification des résidus conservés 
En jaune, les 7 séquences consensus de la famille GH13; en bleu cyan, les 4 séquences consensus de la sous famille GH13.4. 
En rouge, la triade catalytique; en orange, les résidus strictement ou hautement conservés de la famille GH13 ; en bleu ciel, les résidus strictement conservés de la sous famille GH13.4. 
Les 3 dernières lignes indiquent respectivement la séquence consensus des 11 motifs ainsi que le % d’identité et de similarité de chaque motif. 
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B.2.c.Caractéristiques biochimiques de l’ASNP 
B.2.c.1. Réactions catalysées à partir de saccharose seul 
A partir de saccharose, l'ASNP catalyse la formation (i) d'amylose insoluble, (ii) de 
maltooligosaccharides, (iii) de fructose, (iv) de glucose issu de l'hydrolyse du saccharose et (v) de 
turanose et de tréhalulose235,191 (FIGURE 22). Le milieu de synthèse est donc caractérisé par la 
présence de deux phases, l’une soluble et l’autre insoluble. La fraction soluble présente des 
maltooligosaccharides de degré de polymérisation compris entre 2 et 25 et des traces de DP 
supérieur ; la fraction insoluble est composée de chaînes d’amylose pouvant atteindre un DP de 
90. La répartition des produits formés en fin de réaction à partir de saccharose 100 mM et 
analysés en chromatographie d’exclusion de taille est présentée en FIGURE 22. 
 
 
FIGURE 22| Réactions catalysées par l'ASNP à partir de saccharose seul (100 mM) et répartition des produits. 
 
Le mécanisme de synthèse d'amylose a été élucidé grâce à l'étude de la structure tridimensionnelle 
de l'ASNP et par l'analyse biochimique du suivi cinétique de la formation du polymère191. L’étude 
des composés des fractions solubles et insolubles a permis de révéler que la formation d’amylose 
résulte de l’élongation non-processive des maltooligosaccharides produits par l’enzyme.  
B.2.c.2. Paramètres cinétiques 
La production de l’ASNP et sa purification jusqu’à homogénéité ont permis la caractérisation fine 
des paramètres cinétiques. La vitesse de consommation du saccharose (au même titre que 
l’évolution de la vitesse de formation du glucose et du polymère) par l'AS de N. polysaccharea ne 
présente pas un profil Michaelien classique235. Les auteurs ont proposé de modéliser le 
comportement de l’enzyme par deux équations de Michaelis-Menten, l'une ou l'autre étant 
employée pour des concentrations en saccharose supérieures ou inférieures à une valeur seuil (20 
mM). Ce comportement atypique pourrait être dû à la présence d’un second site, non-catalytique, 
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de fixation du saccharose. Son occupation, aux fortes concentrations en saccharose, induirait des 
modifications conformationnelles favorables à l’activité de l’enzyme, et en particulier à la 
réaction de polymérisation. Les valeurs des constantes cinétiques apparentes sont présentées dans 
le TABLEAU 5. Elles révèlent que l’amylosacharase présente une faible efficacité catalytique. Par 
ailleurs, une diminution de l'activité initiale a été observée pour des concentrations en saccharose 
supérieures à 300 mM. Ce comportement peut être attribué à une inhibition par excès de substrat 
ou une limitation du transfert de matière due à la viscosité du milieu réactionnel234. 
 
TABLEAU 5| Valeurs des constantes cinétiques apparentesdes vitesses initiales de consommation du 
saccharose (ViS), d'hydrolyse du saccharose (ViG) et de polymérisation (ViGn) 
(D’après De Montalk et coll.146) 
 
 
 
B.2.d. Structure de l’amylosaccharase de Neisseria polysaccharea 
B.2.d.1. Structure tridimensionnelle de l’ASNP sauvage 
La séquence du gène rapportée par Potocki de Montalk et coll. (1999)146 comporte 1911 paires de 
bases, codant pour une protéine de 636 acides aminés (environ 70 kDa). L'optimisation du 
procédé de purification a permis de purifier l'ASNP recombinante jusqu’à homogénéité, en 
quantité suffisante pour la détermination par cristallographie et diffraction aux rayons X de sa 
structure tridimensionnelle. Celle-ci a été obtenue en 2001 avec une résolution de 1,4 Å179. Elle 
présente une molécule de TRIS liée au site actif. Il s’agit de la seule structure 
d’amylosaccharase disponible à ce jour. L'ASNP présente une organisation structurale en cinq 
domaines nommés N, A, B, B' et C (FIGURE 23). Les trois domaines A, B et C sont communs aux 
α-amylases. Le domaine A, le domaine catalytique, est organisé en tonneau (β/α)8 comme pour 
toutes les enzymes de la famille GH 13. Il comprend les résidus 98-184, 261-395, et 461-550. Le 
domaine B correspond à la boucle 3 de ce tonneau. Il s’étend des résidus 185 à 260 et comporte 2 
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feuillets β anti-parallèles incluant chacun une hélice α. Enfin, le domaine C (résidus 555 à 628) 
comporte exclusivement des brins β qui adoptent une structure en sandwich ou en clé grecque. 
L’ASNP possède deux domaines supplémentaires qui lui sont spécifiques : les domaines B’ et 
N. Le domaine B’ (résidus 395-460) résulte, comme le domaine B, d’une extension du tonneau 
(β/α)8. Il s’agit de la boucle 7, comportant 2 hélices α suivies d’un brin β et d’une autre hélice α. 
Le domaine N-terminal (résidus 1-90) est composé de 6 hélices α. Deux de ces hélices soutiennent 
α3 et α4 du tonneau. Elles contribueraient au maintien de l’intégrité structurale. Par ailleurs, 
l’ASNP ne contient pas de pont di-sulfure malgré la présence de 6 résidus cystéine dans sa 
séquence polypeptidique. 
 
FIGURE 23| Structure tridimensionelle de l'amylosaccharase de N. polysaccharea  
Légendes des domaines: N (bleu sombre), A (bleu clair), B (jaune), B' (magenta) et C (rouge). Les résidus catalytiques 
Asp286 et Glu328, respectivement localisés à la fin des feuillets β-4 et β-5 dans le domaine A, sont également indiqués. 
(D’après Skov et coll.179) 
 
Enfin, signalons que la structure de la SUH de Xanthomonas campestris pv. campestris a été 
résolue en 2004236. Cette enzyme, qui contient les 5 domaines précédemment cités est 
structurellement très proche de l’ASNP. En revanche, elle présente un site actif dont la topologie 
est beaucoup plus ouverte que celui de l’ASNP et, de ce fait, pourrait justifier son absence 
d’activité transférase voire polymérase. 
B.2.d.2. Facteurs structuraux responsables de la spécificité catalytique 
L’arrimage d’un substrat au niveau du site actif repose sur une complémentarité 
stéréospécifique et électronique mettant en jeu deux principaux types d’interactions : les liaisons 
hydrogène et les interactions de van der Waals237. Lorsque le substrat est glucidique, un 
phénomène important, le « stacking » (empilement ou sandwich), participe également à son 
orientation. Il s’agit de l’ensemble des forces mises en jeu (van der Waals et hydrophobes) entre 
Chapitre I : Etude Bibliographique 
 
 83
un cycle aromatique (chaîne latérale de résidus tels que la tyrosine, la phenylalanine ou le 
tryptophane) et les atomes de carbone du cycle de la molécule de sucre, dont les plans sont 
disposés parallèlement. Ces résidus aromatiques, encombrants, constituent des points d’ancrage 
clé pour le substrat, permettant son arrimage ou pré-arrimage ou son orientation vers le site 
catalytique. 
 
Lors de cet arrimage, on considère isolément les interactions mises en jeu au niveau de chaque 
unité de sucre. On parle de sous-sites de fixation, nomenclature utilisée principalement pour les 
enzymes de dépolymérisation comme les glycoside-hydrolases mais aussi les protéinases et les 
nucléases238-241. Un sous-site est formé d’un ou de plusieurs résidus et contribue plus ou moins 
fortement à la fixation de la molécule entière. Le nombre de sous-sites et leur énergie 
d’interaction peuvent se mesurer expérimentalement et sont intimement liés aux propriétés 
catalytiques des enzymes et à leur spécificité de substrat. 
 
Une nomenclature a été proposée pour les sous-sites de fixation des glycoside-hydrolases241. Leur 
nombre peut varier de 2, dans le cas des monoglycosidases et disaccharidases, à 10 dans le cas de 
certaines α-amylases. Les sous-sites sont numérotés de (-n) à (+n), -n représentant la partie non-
réductrice et +n la partie réductrice. La rupture de la liaison osidique s’opère entre les positions   
(-1) et (+1). Dans le cas de l’ASNP, les sous-sites (-n) à (-2) sont inexistants (FIGURE 24). 
 
 
FIGURE 24| Repésentation des sous-sites de liaison de l’ASNP 
A: Représentation shématique d’après la nomenclature proposée par Davies et coll.241 
B : Représentation en coupe du site actif de l’AS complexée avec le maltoheptaose (G7)  
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B.2.d.2.a Architecture du site actif 
L’analyse des complexes E328Q (mutant inactif) : saccharose (FIGURE 25A) et AS : glucose242 
(FIGURE 25B) associée à des travaux de mutagenèse dirigée243, 244 a permis d’identifier les acides 
aminés clés du site actif, responsables de la spécificité de l’enzyme envers son substrat.  
Ainsi, l’architecture du site actif de l’ASNP est définie par les sous-sites (-1) et (+1) occupés 
respectivement par les résidus glucosyle et fuctosyle du saccharose: 
• Le sous-site (-1) assure le maintien de l’unité glucosyle (qui sera transférée) par un 
ensemble d’interactions fortes (liaisons hydrogène et stacking) impliquant un pont salin et deux 
résidus aromatiques. Le pont salin situé en amont de ce sous-site est formé par les résidus 
Asp144 et Arg509. Cet élément remarquable de l’ASNP empêche l’accès du substrat vers 
d’éventuels sous-sites (-2) ou (-3), tels que ceux rencontrés chez les α-amylases. En délimitant le 
fond de ce sous-site, il confère au site actif une topologie en forme de poche (FIGURE 24). Une telle 
architecture est également due au domaine B’, qui couvre partiellement l’entrée du site actif. 
Situés de part et d’autre du cycle glucosyle, les 2 résidus aromatiques Tyr147 et Phe250 
renforcent la stabilisation de l’intermédiaire covalent par un double stacking de type « sandwich ». 
A ces résidus essentiels à l’arrimage du substrat, s’ajoutent les histidines His187 et His392, qui 
assistent la catalyse au même titre que le troisième acide carboxylique Asp393 de la triade 
catalytique. Cet acide aminé, Asp 393, est situé à la jonction des sous-sites (-1) et (+1). 
Mentionnons que les 2 autres acides aminés catalytiques Asp286 (le nucléophile) et Glu328 
(donneur de proton) sont localisés de part et d’autre de Asp393 ie. au niveau des sous-sites (-1) et 
(+1) respectivement. La mutation individuelle de tous ces résidus clés243, 244 conduit à une perte 
très conséquente voire totale d’activité, confirmant leur rôle dans la fixation du saccharose, dans 
la formation ou la stabilisation de l’intermédiaire covalent. 
• Le sous-site (+1) ne maintient que très faiblement le cycle fructosyle. Les résidus 
Asp394 et Arg446 assurent l'essentiel des interactions avec ce résidu mais ne contribuent pas de 
façon majeure à la spécificité envers le saccharose. En effet, la fragilisation du réseau de liaisons 
hydrogène au niveau du sous-site (+1) entraînée par la mutation de Asp394 ou Arg446 en alanine 
affecte l'activité envers le saccharose mais ne la détruit pas complètement244. Après formation de 
l'intermédiaire covalent glucosyl-enzyme, le cycle fructosyle est probablement facilement exclu 
du site actif, laissant ainsi place à l'arrimage des molécules acceptrices. Le rôle de ces résidus 
Asp394 et Arg446 est alors beaucoup plus déterminant dans cette 2ème étape (étape de transfert) 
puisqu’ils assureront en grande partie la fixation des résidus glucosyle accepteurs et leur 
positionnement correct. A ce titre, ils jouent une fonction clé dans la réaction de 
transglucosylation, étant responsables de la spécificité de produit de l’ASNP244. Leur mutation 
affecte essentiellement la réaction de transglucosylation et favorise la réaction d'hydrolyse du 
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saccharose au détriment de la polymérisation244. Notons aussi que l’arginine 446 présente dans les 
ASs est remplacée par une glycine dans les SUHs du genre Xanthomonas. Ce résidu semble donc 
être un des éléments à considérer dans la différence d’activité de ces 2 classes d’enzymes. 
Alors que les résidus du sous-site (-1) interagissent très spécifiquement avec le substrat donneur, 
le sous-site (+1) présente une topologie beaucoup plus tolérante à la fixation de molécules 
acceptrices autres que l’accepteur naturel. Cette flexibilité est illustrée par la capacité de cette 
enzyme à glucosyler une large gamme de dérivés saccharidiques. (cf. partie III.B.1.d.1. page 61). 
 
 
FIGURE 25 | Représentation schématique des interactions (A) entre le mutant inactif E328Q et le 
saccharose et (B) entre l'ASNP et le D-Glucose. 
(D’après Mirza et coll.242) 
          Les liaisons hydrogène sont représentées en pointillées et les * représentent les molécules d'eau. 
 
 
FIGURE 26| Interactions du site OB1.  
(D’après Skov et coll.245) 
                        (A) Représentation schématique des liaisons hydrogène (les * représentent les molécules d’eau et 
les interactions du site +6 proviennent d’une autre molécule d’ASNP)  
(B) Représentation spatiale de certains résidus (bleu : résidus aussi impliqués dans la fixation du 
saccharose, vert : autres résidus du site OB1). 
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B.2.d.2.b. De multiples sous-sites multiples de fixation des oligosaccharides 
La co-cristallisation du mutant inactif E328Q de l'ASNP avec du maltoheptaose (susceptible de 
simuler une chaîne en cours d'élongation) a permis de mettre en évidence les sites accepteurs (+1) 
à (+6) (site OB1)245. La résolution du complexe E328Q : maltoheptaose montre que 
l'oligosaccharide prend place au fond du site actif, l'extrémité non réductrice de la chaîne occupant 
le site (-1) dans une conformation identique à celle observée dans les complexes AS : glucose et 
E328Q : saccharose242. Les autres unités glucosyle prennent place dans le site aglycone (+n). 
L'analyse des sous-sites +1, +2, +3, +4 et +5 ne révèle aucune interaction de «stacking». Les 
résidus Arg226 (+2), Asp444 et Thr398 (+3), Phe399 et Asp401 (+4) sont impliqués dans des 
liaisons hydrogène avec le maltoheptaose. Les sous-sites de (+1) à (+3) sont cependant 
considérés comme faibles, notamment du fait de l'encombrement dû à Arg226. Le 
remplacement de cette arginine par un résidu moins encombrant (alanine) permet de diminuer la 
gêne stérique au niveau du sous-site (+2) et d’augmenter la glucosylation du maltose et du 
maltotriose. Cette mutation convertit l’AS en une polymérase plus performante (FIGURE 26). 
L’arginine 415 du sous-site (+4) serait en revanche considérée comme un site d'ancrage fort pour 
les molécules acceptrices.  
 
 
C. Techniques d’Ingénierie et Applications 
 
C.1. Ingénierie des protéines : Pourquoi ? 
 
Le terme « ingénierie des protéines » s’applique à la modification volontaire de la structure d’une 
protéine induisant une altération de ses propriétés fonctionnelles. Cette discipline est destinée à 
améliorer la performance des enzymes ciblées. Il s’agit notamment d’une étape quasi-
incontournable pour adapter les propriétés de ces biocatalyseurs aux contraintes et demandes 
des procédés industriels : 
• Conditions de synthèse (pH, température et solvants organiques). Suivant leur 
domaine d’applications, les enzymes devront être optimisées de façon à fonctionner dans 
des conditions différentes de leur environnement naturel. 
• Rendement de synthèse qui se situe à plusieurs niveaux: le taux d’expression de 
l’enzyme dans son hôte, sa stabilité, son efficacité et son énantiosélectivité sont autant 
d’exemples de caractéristiques à améliorer pour atteindre des rendements de production 
optimaux. 
• Spécificités de synthèse : modifier l’activité de l’enzyme envers des substrats non 
naturels (spécificité de substrat, élimination de fonctions enzymatiques indésirables) 
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revêt un intérêt particulier pour élargir le domaine d’applications d’une enzyme et 
accéder à de nouveaux composés. 
C.2. Ingénierie des protéines : Comment ? 
 
L’ingénierie des protéines a débuté par l’utilisation de méthodes chimiques ou enzymatiques 
visant à modifier la protéine elle-même. Dans les années 1980, l’introduction des outils 
d’ingénierie génétique a largement contribué au développement de cette discipline en utilisant 
comme cible de modification le gène codant pour la protéine étudiée. Par la suite, nous ne nous 
focaliserons que sur les modifications générées par génie génétique. 
A l’heure actuelle, trois approches d’ingénierie sont suivies : 
• La conception rationnelle (« rational design ») : cette approche définit des cibles précises 
de mutagenèse dirigée (du résidu au domaine entier). Le succès de cette stratégie repose 
essentiellement sur le choix de ces résidus. Or, ces cibles restent particulièrement difficiles à 
prédire, lorsque l’amélioration porte sur l’adaptation à des températures, à des pH ou à des 
solvants inhabituels. Cette approche sera donc plus appropriée à des fonctions en lien direct avec 
le site actif de l’enzyme (énantioselectivité, efficacité, spécificité de substrat). Les connaissances 
structurales relatives à la protéine étudiée combinées aux alignements de séquence de protéines 
appartenant à la même famille serviront à prédire au mieux ces cibles. Notamment, la résolution 
de structures tridimensionnelles de protéines, seules ou complexées avec leurs ligands a largement 
contribué à la compréhension des relations structure/fonction des protéines. Plus précise que 
l’alignement de séquences, la structure 3D permet l’identification des résidus ou régions 
impliqués dans la catalyse et des liaisons en interaction avec le substrat. En complément des 
données structurales, la méthode nommée « scanning mutagenesis » est une option pour explorer 
l’effet de la mutation sur une zone de résidus potentiellement candidats. Il s’agit de substituer 
chacun de ces résidus individuellement par un seul acide aminé et d’analyser fonctionnellement le 
mutant exprimé. L’alanine est généralement utilisé comme substitut dans la mesure où il ne 
modifie pas l’orientation de la chaîne peptidique et n’introduit aucune interaction stérique ou 
électrostatique. On parle alors d’« alanine scanning246 ». Cette méthode permet aussi d’évaluer 
l’implication de chaque acide aminé dans une fonction précise. 
 
• L’ingénierie combinatoire ou évolution dirigée est une approche expérimentale qui vise à 
modifier les propriétés des protéines par la mise en pratique des principes de l’évolution naturelle 
que sont la variation génétique et la sélection phénotypique. Elle ne requiert aucune connaissance 
structurale de la protéine d’intérêt et peut s’appliquer théoriquement à la recherche de toute 
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nouvelle propriété. Dans un premier temps, des banques de variants sont construites par 
mutagenèse aléatoire à partir de la séquence ADN codant pour la protéine d'intérêt. Il s’agit, dans 
cette première étape, de créer la diversité. Dans un second temps, ces banques sont soumises à 
des protocoles de sélection et/ou de criblage de manière à isoler les mutants qui présentent un gain 
pour la propriété ciblée. Cette deuxième étape consiste donc à trier la diversité en testant 
simultanément (sélection) ou individuellement (criblage) un grand nombre de variants sur la 
propriété désirée. En utilisant les mutants améliorés pour la construction de nouvelles banques, ce 
schéma expérimental peut être reproduit de façon itérative jusqu’à ce que le niveau de 
performance choisi par l’expérimentateur soit atteint. 
Lors de la première étape, les méthodes permettant de créer de la diversité sont multiples. Citons 
les agents mutagènes chimiques247 (bisulfite de sodium, hydroxylamine, méthoxylamine...) et 
physiques248, 249 (rayonnements UV), les souches mutatrices250 et les ADN polymérases infidèles. 
Ces dernières sont à la base de la technique de mutagenèse aléatoire la plus couramment utilisée 
actuellement dans les projets d’évolution dirigée : la PCR à erreur (ou «error prone PCR»). Cette 
technique consiste à employer la technique de PCR dans des conditions réactionnelles réduisant la 
fidélité de l'ADN polymérase. L'enzyme la plus utilisée dans les protocoles d'epPCR est la Taq 
polymérase. Son taux d'erreurs varie de 10-4 (1 erreur pour 104 bases répliquées) à 10-6 (1 erreur 
pour 106 de bases) en fonction des conditions réactionnelles251-253. Les principaux paramètres qui 
permettent de diminuer la fidélité de la Taq polymérase sont l'ajout de MnCl2254 (à la place de 
MgCl2), l'utilisation de concentrations biaisées en dNTPs255, 256, l'augmentation de la concentration 
en enzyme ou celle du temps de polymérisation255 ou encore l'utilisation d'analogues de 
nucléoside triphosphate257. 
Cette première étape consiste à générer au mieux l'espace des séquences possibles. A titre 
d'exemple, le nombre de mutants substitués par 5 résidus dans une protéine de 100 acides aminés 
est d'environ 2×1014. Si cette taille de banques peut être difficilement atteinte (104 à 1012 en 
fonction des étapes expérimentales (clonage, transformation de microorganismes etc.), 
l’exploration de cette diversité sera avant tout limitée par les techniques de sélection et/ou de 
criblage, qui permettent d’analyser au maximum 1012 variants. Aussi, lorsque la propriété 
recherchée le permet, la mutagenèse aléatoire par cassette est une solution envisageable pour 
explorer des zones plus restreintes comme le domaine catalytique. La recherche du mutant le 
mieux adapté peut également être accélérée en recombinant les variants positifs identifiés au 
premier cycle par la technique du «DNA shuffling258 ». Cette redistribution de l’ADN peut 
également permettre de construire des banques de variants hybrides. Appliquée à des séquences 
issues de protéines homologues (au minimum 60 à 70% d’identité), le «family shuffling259 » vise à 
générer des hybrides actifs et parmi eux, des variants présentant des propriétés améliorées voire 
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nouvelles par rapport aux enzymes sauvages. Dans tous les cas, les variants ayant accumulé les 
mutations bénéfiques pour la propriété ciblée pourront ensuite être isolés par sélection et/ou 
criblage et subir un nouveau cycle de recombinaison/sélection/criblage. 
Si la création de la diversité n’est pas un facteur limitant, son tri l’est davantage. L’efficacité 
d’une telle approche reposera en majeure partie sur les méthodes de sélection et/ou de criblage 
propres à chaque enzyme et propriété à améliorer. Ces méthodes doivent être suffisamment 
rapides (haut-débit) et sensibles pour détecter efficacement les variants positifs. Cette 
problématique doit être effectivement prise en compte dans notre étude puisqu’une seule 
technique de très haut-débit portant sur l’amélioration de la transglycosylation d’accepteurs et 
applicable à d’autres glycosyltransferases est connue à ce jour. En effet, en 2006, l’équipe de 
Withers a développé une méthode de sélection260 pour l’évolution dirigée des sialyltransférases 
(STs). Basée sur l’utilisation de la cytométrie en flux (FACS : Fluorescence-Activated Cell 
Sorting), leur technologie permet d’identifier par tri cellulaire à haut-débit les cellules qui 
expriment des variants optimisés pour la transglycosylation de divers accepteurs fluorescents. En 
criblant une large banque (>106), les auteurs isolent un variant extrêmement performant pour la 
glycosylation du D-Galactose et du 3SH-D-Lactose munis d’une étiquette fluorescente (facteur 
400 par rapport aux accepteurs sans étiquette). Notons cependant que son principal inconvénient 
porte sur l’accepteur criblé qui contient forcément une étiquette fluorescente, généralement 
volumineuse.  
 
• La conception semi-rationnelle qui vise à combiner les bénéfices de la conception 
rationnelle et de l’évolution dirigée. Elle exploitera au mieux les outils propres à ces 2 approches, 
à savoir les données structurales et fonctionnelles de l’enzyme et les techniques de criblage. Dans 
ce contexte, la mutagenèse dirigée à saturation est un réel apport pour explorer intégralement 
des zones cibles. Cette méthode met en œuvre des oligonucléotides synthétiques dégénérés qui 
introduisent toutes les mutations possibles sur un ou des codons choisis au préalable, voire sur 
l'ensemble des codons de la séquence parentale. Ce type de stratégie permet de contourner la 
dégénérescence du code génétique. L’approche la plus simple consiste à employer de façon 
équimolaire les quatre nucléotides (NNN où N = A, C, G ou T) au niveau des codons à 
modifier261. Cependant, cette stratégie favorise la conservation des nucléotides originaux qui 
forment le plus grand nombre d’appariements de type Watson-Crick et s’hybrideront donc 
préférentiellement sur le brin matrice. Par ailleurs, l’utilisation d’un mélange équimolaire des 
quatre nucléotides entraîne également un autre biais en faveur des acides aminés possédant le plus 
d’entrées dans le code génétique. Pour réduire ce biais262, l’utilisation de codons alternatifs, 
NN(G/T) ou NN(G/C), dans lesquels la troisième base est partiellement dégénérée, est souvent 
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envisagée, car ils permettent de représenter les 20 acides aminés par 32 codons différents (au lieu 
de 64) et ne génèrent qu’un seul codon stop (UAG). Enfin, la présence résiduelle de clones de 
type sauvage doit être également considérée. Aussi, en tenant compte de ces 3 paramètres 
(dégénérescence de la diversité génétique par rapport à la diversité protéique, biais 
d’incorporation introduits lors de l’étape de mutagenèse et taux de molécule sauvage résiduel), 
l’expérimentateur devra surcribler la microbanque générée d’au moins un facteur 10 pour en 
explorer l’entière diversité protéique. Ainsi, pour 1 position mutée (20 résidus possibles), 100 
mutants devront être testés ; pour 2 positions mutées simultanément (400 résidus possibles), ce 
chiffre s’élève à 4000. 
La mutagenèse à saturation pourra être employée pour muter chaque résidu individuellement sur 
une zone définie (technique GSMM : Gene Site Saturation MutagenesisTM 263) ou pour muter 
simultanément plusieurs résidus (technique MM : Massive MutagenesisTM 264). Elle pourra 
également s’intégrer à des techniques de recombinaison (shuffling synthétique265, techniques 
DOGS266 : Degenerate Oligonucleotide Gene Shuffling, et ADO267 : Assembly of Designed 
Oligonucleotides). Les amorces utilisées sont alors composées d'une partie non dégénérée 
correspondant à une zone conservée des séquences parentales et d’une partie dégénérée 
correspondant aux zones à explorer. 
Enfin, nous proposons d’illustrer les apports de la conception semi-rationnelle par deux exemples. 
Les auteurs exploitent judicieusement leurs outils d’ingénierie et les données acquises au cours de 
l’évolution de leur enzyme pour génerer des catalyseurs extrêmement performants : 
 
Exemple de conception semi-rationnelle à dominante aléatoire :  
Fox et coll. améliorent d’un facteur 4000 l’activité d’une déshalogénase268 en intégrant à 
l’approche aléatoire la stratégie d’optimisation ProSAR (Protein Sequence Activity 
Relationship). Cette stratégie est basée sur une analyse statistique qui attribue à chaque mutation 
identifiée (50 par cycle) un coefficient d’impact sur l’activité. Les mutations les plus bénéfiques 
sont maintenues dans le cycle suivant. Pour créer davantage de diversité à chaque cycle, plusieurs 
librairies obtenues par des techniques différentes (mutagenèses aléatoire, à saturation, dirigée et 
recombinaison) sont créées et criblées visuellement sur support solide (~60 000 clones par cycle). 
Au final, la diversité explorée par cette approche se reflète par le nombre de mutations des 
meilleurs mutants (>35). 
Exemple de conception semi-rationnelle à dominante rationnelle : 
Les travaux du groupe de Keasling proposent une exploration fine du site actif269 d’une γ-
humulène synthase, qui, à partir d’un seul substrat (le farnésyl diphosphate) produit 52 
sesquiterpènes (8 étudiés) en différentes proportions. En mutant par mutagenèse à saturation et 
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individuellement les 19 résidus qui composent le site actif, les auteurs déterminent comment 
chaque résidu contribue à la haute flexibilité de cette enzyme et altère la distribution des 8 
produits. A partir de cette base de données, ils formulent un algorithme, qui leur permettra de 
définir le jeu de mutations à combiner pour favoriser la synthèse d’un des 8 produits. Ils 
construisent alors 8 mutants, qui synthéthisent spécifiquement 1 des 8 produits (rendement de 15 à 
86%). 
 
C.3. L’ingénierie des glycoside-hydrolases en vue de la modification de leur activité  
 
Ce dernier paragraphe est consacré au remodelage des glycoside-hydrolases qui a mis à profit les 
3 types d’ingénierie précedemment décrits pour en modifier leur activité. 
 
C.3.a. Les glycosynthases, les thioglycoligases et les thioglycosynthases 
Comme nous l’avons mentionné auparavant, la majorité des glycoside-hydrolases sont des 
glycosidases qui, limitées par leur forte activité hydrolytique, restent peu performantes pour la 
synthèse de glyco-conjugués. Des travaux d’ingénierie67, aussi bien rationnels qu’aléatoires ont  
levé ce verrou et ont également permis d’élargir la spécificité de substrat de ces enzymes. 
C.3.a.1. Leur conception : une approche rationnelle  
Les glycoside-hydrolases utilisées en milieu hydro-organique conduisent à la synthèse 
d’oligosaccharides. Toutefois, les produits obtenus présentent généralement une affinité accrue 
pour l’enzyme par rapport au substrat de départ. Ils deviennent alors des substrats pour l’enzyme, 
qui les convertira en mélanges complexes de produits. Ce problème peut être désormais 
solutionné par l’utilisation de glycosynthases. 
En 1998, Withers et coll. ont présenté ce concept270 basé sur la modification du fonctionnement 
d’une enzyme par la mutation d’un des résidus catalytiques (FIGURE 27). Ainsi, les 
glycosynthases sont des glycoside-hydrolases dont l’acide aminé nucléophile est remplacé par un 
résidu non-nucléophile (alanine, glycine ou sérine) par mutagenèse dirigée. Activé en position 
anomérique par un bon groupe partant (généralement de type fluorure), le donneur de glycosyle se 
positionnera convenablement dans le site actif de l’enzyme et mimera l’intermédiaire glycosyl-
enzyme. Le deuxième résidu catalytique, responsable de la catalyse acide/base est conservé, 
permettant d’activer l’hydroxyle de l’accepteur. Privées de leur résidu nucléophile, ces enzymes 
sont incapables d’hydrolyser le substrat ou tout autre produit accumulé dans le milieu. Cette 
mutation augmente donc leur capacité à réaliser des réactions de transglucosylation tout en 
conservant leur stéréoséléctivité. 
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Depuis, ce principe a été appliqué avec succès à d’autres exoglycosydases de type β-D avec 
rétention de configuration, mais aussi à des endoglycosydases, qui présentent une meilleure 
régioséléctivité. En 2002, Okuyama et coll.271 décrivent la première glycosynthase de type α-D 
agissant également avec un mécanisme de rétention de configuration. Plus récemment, en 2005, 
Honda et Kitaoka272 étendent ce concept aux β-D-glycoside hydrolases procédant selon un 
mécanisme d’inversion de configuration. (TABLEAU 6). 
Ces nouveaux outils de synthèse peuvent atteindre des rendements de glycosylation très 
performants (de 60 à 95%)270, 273-276. Ils se distinguent également par la nature du groupe 
glycosyle (D-glucose, D-galactose, D-mannose, D-xylose, acides glucuronique et galacturonique) 
qu’ils transfèrent et par leur régiospécificité (β-1,3/4/6 et α-1,4) (TABLEAU 6). De ce fait, cette 
biodiversité peut être exploitée pour la synthèse d’oligosaccharides d’intérêt. Citons, à titre 
d’exemple, les motifs glycosidiques (β-1,3)277 retrouvés dans de nombreux antigènes ou 
molécules de signalisation chez les plantes et les conjugués d’acides glucuronique et 
galacturonique278, composants essentiels des systèmes vivants, qu’ils soient bactériens et végétaux 
(parois cellulaires) ou animaux (tissus conjonctifs (glycosaminoglycanes)) . 
FIGURE 27| Mécanismes d’action d’une glycoside-hydrolase agissant avec rétention de configuration 
(cas d’une β-D-glycoside hydrolase) (A), d’une glycosynthase (B), d’une thioglycoligase (C) et d’une 
thioglycosynthase (D) 
 
  TABLEAU 6 | Glycosynthases, thioglycoligases et thioglycosynthases répertoriées (décembre 2007).   
 
  (Abréviations : Glc,  D-Glucose; Gal, D-Gal; Fuc, D-Fucose; Man, D-Mannose; Xyl, D-Xylose; X, Xyl(α-1,6)Glcβ ; L, Gal(β-1,2)Xyl(α-1,6)Glcβ ; -F, Fluorure; -oNP, ortho nitrophényl; -pNP, para nitrophényl; -  DNP,  dinitrophényl; -S, thio) 
Organisme Enzyme native GH Activité catalytique Mutations 
liaisons 
formées 
Donneurs (D) 
 Accepteurs (A) Mécanisme Endo/Exo Refs 
Agrobacterium sp. β-glucosidase (Abg) GH1 
Glycosynthase 
Thioglycoligase 
Thioglycosynthase
E358A/G/S 
E171A 
E358G/E171A 
β-1,3/4 
D: GlcαF; GalαF 
D: Glcβ-DNP A: 4SGlcβ-pNP 
D: GlcαF A: 4SGlcβ-pNP 
RET Exo 
270, 273 
279 
280 
Sulfolobus solfataricus β-glucosidase (Ss-β-Gly) GH1 Glycosynthase E387A/G β-1,3/4/6 D: GlcαF; Glcβ-oNP; Galβ-oNP;  Fucβ-oNP RET Exo 
281, 282 
Termosphaera aggregans β-glycosidase (Ta-β-Gly) GH1 Glycosynthase E386G β-1,3/4/6 D: Glcβ-oNP; Galβ-oNP RET Exo 283 
Pyrococcus furiosus β-glycosidase (CelB) GH1 Glycosynthase E372A β-1,3/4/6 D: Glcβ-oNP RET Exo 283 
Termus thermophilus β-glycosidase (Tt-β-Gly) GH1 Glycosynthase E338A/G/S β-1,3 D: GlcαF; GalαF RET Exo 277 
Streptomyces sp. β-glucosidase GH1 Glycosynthase E383A β-1,3/4 D: GlcαF; GalαF RET Exo 284 
Oriza sativa (rice) β-glucosidase (BGlu1) GH1 Glycosynthase E414A/G/S β-1,3/4 D: GlcαF RET Exo 285 
Cellulomonas fimi β-mannosidase GH2 Glycosynthase Thioglycoligase 
E519A/S 
E429A β-1,3/4 
D: ManαF 
D: Manβ-DNP A: 4SManβ-pNP RET Exo 
275 
279 
Escherichia coli β-galactosidase (LacZ) GH2 Glycosynthase E537S β-1,6 D: GalαF RET Exo 276 
Thermotoga maritima β-glucuronidase  GH2 
Glycosynthase 
Thioglycoligase 
 
E476A 
E383A/Q 
 
β-1,3 
β-1,3/4 
 
D: GlcUAαF; GalUAαF 
D: GlcUAβ-pNP ; GalUAβ-pNP 
A : 4SGlcβ-pNP. 3SGlcβ-pNP 
RET Exo 278 
Rhodococcus sp.  endoglycoceramidase (EGCII) GH5 Glycosynthase E351A/G/S β-1,1 D: fluorures d'α-glycosyle (DP2, 3 et 5) RET Endo 286 
Humiloca insolens β-1,4-glucanase (cel7B) GH7 Glycosynthase E197A β-1,3/4 D: Glc(β-1,4)GlcαF ; Gal(β-1,4)GlcαF RET Endo 287, 288 
Bacillus halodurans reducing-end exo-oligoxylanase GH8 Glycosynthase D263N/C β-1,4 D: Xyl(β-1,4)XylαF INV Exo 272 
Cellulomonas fimi endo-β-1,4-xylanase GH10 Glycosynthase E235G β-1,4 D: Xyl(β-1,4)XylαF RET Endo 289 
Cellulomonas fimi 
Themotoga maritima 
Clostridium stercorarium 
Bacillus halodurans 
endo-β-1,4-xylanases GH10 Glycosynthases 
E233G 
E259G 
E293G 
E301G 
β-1,4 D: Xyl(β-1,4)XylαF RET Endo 290 
Bacillus lichenformis β-1,3-1,4-glucanase (lichenase) GH16 Glycosynthase E314A β-1,4 D: Glc(β-1,3)GlcαF RET Endo 274, 291 
Pyrococcus furiosus β-1,3-glucanase (LamA) GH16 Glycosynthase E170A β-1,3/4 D: Glc(β-1,3)GlcαF RET Endo 292 
Populus tremula x tremuloides xyloglucan  endo-transglycosylase GH16 Glycosynthase E85A β-1,4 D : XXXGlcαF ; XLLGlcαF RET Endo 
293 
Hordeum vulgare β-1,3-glucanase GH17 Glycosynthase E231G β-1,3 D: Glc(β-1,3)GlcαF ; Gal(β-1,3)GlcαF RET Endo 294, 295 
Cellvibrio japonicus β-mannase (Man26A) GH26 Glycosynthase E320G β-1,4 D: Man(β-1,4)ManαF RET Endo 296 
Shizosaccharomyces pombe α-glucosidase GH31 Glycosynthase D481G α-1,4 D: GlcβF; Glcα-oNP; Xylα-oNP RET Exo 271 
Escherichia coli α-xylosidase GH31 Thioglycoligase D482A α-1,4/6 D: XylαF A: 4SGlcβ-pNP RET Exo 297 
Sulfolobus solfataricus α-glucosidase GH31 Thioglycoligase D416A α-1,4 D: GlcαF A: 4SGlcβ-pNP RET Exo 297 
Geobacillus 
stearothermophilus β-xylosidase GH52 Glycosynthase E335G β-1,4 D: GlcαF RET Exo 
298 
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En supprimant la fonction acide/base du 2ème résidu catalytique, Jahn et coll.279 créent, en 
2003, une nouvelle classe de glycosidases : les thioglycoligases qui sont capables de catalyser la 
formation de liaisons thioglycosidiques. La première étape est apparentée au mécanisme de 
rétention de configuration des GH. Elle consiste en l’attaque du résidu nucléophile/base sur le 
donneur de glycosyle activé en position anomérique par un bon groupe partant (généralement de 
type aryl), et conduit à la formation d’un intermédiaire glycosyl-enzyme. Lors de la seconde 
étape, l’accepteur thiol fortement nucléophile ne requiert pas de catalyse basique pour réagir avec 
l’intermédiaire ; il génèrera un thioglycoside. (FIGURE 27).   
En 2004, Jahn et coll.280 construisent des double-mutants de glycosidases en inactivant la fonction 
des deux résidus catalytiques. En couplant les fortes réactivités du donneur des glycosynthases 
(donneur activé de type fluorure de glycosyle) et de l’accepteur des thioglycoligases (nucléophilie 
de l’accepteur thiol), ces thioglycosynthases sont capables de catalyser la condensation de ces 
deux espèces (FIGURE 27).   
 En l’absence d’un ou de leurs résidus catalytiques, ces nouvelles classes de glycosidases 
conservent un remarquable pouvoir catalytique. Les valeurs des kcat sont, en effet, de l’ordre de 
~200-500 min-1, ~50min-1 et ~9min-1 pour les glycosynthases273, 299, glycoligases279 et 
thioglycosynthases280 provenant de la β-glucosidase d’ Agrobacterium sp. 
C.3.a.2. Leur optimisation : une approche aléatoire 
Depuis la découverte des glycosynthases, peu de travaux d’ingénierie rationnelle visant à 
améliorer les performances de ces enzymes ont abouti. Seuls, Blanchard et coll.288 décrivent en 
2006, un changement de régioséléctivité. Guidés par des méthodes de docking moléculaire, ils 
introduisent une seconde mutation au niveau du sous-site (+1) (H209A/G) de la glycosynthase 
Cel7B E197A de Humicola insolens.  
En revanche, les premiers travaux de l’évolution dirigée basés sur des méthodes efficaces de 
criblage sont remarquables et annoncent des résultats encore plus prometteurs : 
• Criblage in vivo sur support solide : l’équipe de Withers a mis au point un système de 
criblage300 pour l’identification de glycosynthases plus performantes. Ce crible est basé sur une 
construction à deux plasmides : l’un contient le gène d’intérêt soumis au préalable à des cycles de 
mutagenèse aléatoire et l’autre possède le gène codant pour l’endo-cellulase (Cel5A). Réalisé sur 
support solide, le crible repose sur l’action de l’endo-cellulase, qui clivera uniquement les 
produits de synthèse des glycosynthases pour libérer un substrat chromogénique. Seuls, les clones 
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présentant les intensités de fluorescence les plus fortes (~3%) sont sélectionnés et soumis à un 
criblage en milieu liquide suivant le même principe. Appliquée à l’évolution dirigée de la 
glycosynthase d’ Agrobacterium sp. (AbgE358G), cette technique a permis via deux cycles de 
mutagenèse d’obtenir deux mutants améliorés d’un facteur 7 et 27 en terme d’efficacité299. En 
outre, le meilleur mutant présente de nouvelles spécificités de substrat et élargit ainsi la liste des 
donneurs (XylαF) et accepteurs (Xylβ-pNP, Manβ-pNP) des glycosynthases299. 
Ce crible reste, néanmoins, difficilement adaptable à des glycosynthases de spécificité différente. 
Dans ce contexte, le groupe de Cornish propose une alternative à ce crible : 
• Sélection in vivo par complémentation chimique : Lin et coll. ont adapté le système du 
« triple hybride » à une méthode de sélection des glycosynthases chez la levure S. cerevisiae301. 
Dans cette approche, le produit de la réaction enzymatique favorise l’expression du gène 
rapporteur (LEU2, gène requis pour la production de leucine) essentiel à la survie de l’espèce 
(auxotrophe pour la leucine). L’activation de ce gène est contrôlée par l’activateur de transcription 
DBD-AD composé de deux domaines : le DBD (« DNA Binding Domain ») et le AD (« Activation 
Domain »). Chacun de ces deux domaines volontairement séparés est fusionné à un tri-complexe : 
Protéine-Ligand-Disaccharide donneur (pour DBD) ou accepteur (pour AD). Ces deux domaines 
ne seront réunis que sous l’action d’une glycosynthase active et pourront alors activer la 
production de leucine (FIGURE 28). Cette approche a été validée sur une banque de monovariants 
de la glycosynthase Cel 7B E197A (obtenus par mutagenèse à saturation sur la position 197). Elle 
a notamment permis d’isoler le variant E197S doté d’une efficacité catalytique accrue (facteur 5 
par rapport au E197A). Depuis, cette stratégie a été optimisée pour diversifier les substrats 
dimériques302 et être applicable aux glycosynthases de spécificité différente.  
 
FIGURE 28| Sélection in vivo par complémentation chimique. 
(D’après Lin et coll.301) 
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C.3.b. Des approches alternatives aux glycosynthases 
Les glycosynthases constituent un nouvel outil de transglycosylation qui, cependant, ne s’utilise 
que très rarement en présence de substrats naturels. D’autres exemples d’ingénierie de 
glycosidases lèvent cette contrainte pour générer :  
• des β-transglycosydases plus performantes : 
En 2005, Feng et coll. améliorent le taux de transglycosylation (T/H= activité transglycosidase/ 
activité hydrolase) d’une β-glycosidase de Thermus termophilus via un cycle de mutagenèse 
aléatoire303. Leur stratégie de criblage sur support solide consiste à tester la banque sur un substrat 
devenant chromophore (X-Gal) s’il est clivé. Les colonies bleu clair (clones actifs ne présentant 
qu’une très faible activité hydrolase) sont supposées présenter un meilleur T/H et sont isolées. 
Cette équipe applique ce même principe à la conversion d’une α-fucosidase de Thermogotoga 
maritima en α-transfucosidase304. Après un cycle de mutagenèse aléatoire et recombinaison des 
mutations bénéfiques, ils construisent un triple mutant présentant un T/H amélioré d’un facteur 
32. Deux des 3 résidus mutés sont situés sur la seconde sphère entourant le site actif. Des travaux 
de modélisation moléculaire suggèrent que ces mutations induisent un réarrangement du site actif 
favorable à la fixation du substrat. 
Zhang et coll. convertissent une β-galactosidase d’Escherichia coli en β-fucosidase en utilisant la 
technique du DNA shuffling (7 cycles). Le meilleur mutant présente un gain d’ « activité β-
fucosidase » de 10305. Avec les mêmes objectifs, le groupe de Matsumura utilise une méthode 
semi-rationnelle sur cette enzyme en ciblant uniquement 3 positions (par mutagenèse à 
saturation). Au préalable, les 3 résidus correspondants, situés au niveau du site actif ont été 
identifiés comme cibles par docking moléculaire. Ils décrivent alors un mutant présentant un gain 
largement supérieur (180)306 et démontrent l’efficacité d’une méthode semi-rationnelle. Cette 
équipe a appliqué avec succès une stratégie similaire307 pour accroître l’« activité β-galactosidase » 
d’une β-glucuronidase d’Escherichia coli.  
En mutant individuellement deux résidus impliqués dans la reconnaissance du substrat, Hancock 
et coll. adopte une stratégie rationnelle pour élargir la spécificité de synthèse308 d’une β-
glycosidase de Sulfolobus solfataricus. Ils génèrent des glycosidases capables de former des 
osides de synthèse peu courants : β-xylosides et β-mannosides. 
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• des α-transglycosydases plus performantes : 
 
De nombreux exemples existent dans la littérature d’ingénierie d’α-glycoside-hydrolases par 
approche rationnelle ou combinatoire visant à augmenter leur efficacité catalytique309, 310, leur 
stabilité au pH311, à la température309, 312 et leur activité transglucosidase 304, 313.  
Concernant l’amylosaccharase, parallèlement aux travaux d’ingénierie rationnelle décrits 
précedemment (cf. partie III.B.2.d.2., page 70), l’évolution dirigée de l’ASNP a abouti à la 
génération de mutants dont l’efficacité catalytique a été améliorée314, 315 et, plus récemment, à 
celle de variants thermostables316. Emond et coll. décrivent ainsi un double mutant fonctionnel à 
50°C317 et de ce fait, plus adapté aux contraintes industrielles. 
Pour les glucane-saccharases, différentes études se sont intéressés au facteur pouvant contrôler la 
régiospécificité de ces enzymes et se sont focalisés sur les résidus à proximité de la triade 
catalytique (FIGURE 29).  
 
 
 
FIGURE 29| Alignement de séquences conservées des domaines catalytiques de glucane-saccharases de 
spécificités variées. 
En rouge : acides aminés catalytiques. En bleu foncé: résidus supposés impliqués dans la liaison α(1-4). En vert: résidus 
supposés impliqués dans la liaison α(1-6). En orange: résidus responsables de la teneur en liaisons α-1,3/ α-1,6 chez les 
mutane- et dextrane-saccharases. En bleu cyan: résidus supposés impliqués dans la liaison α(1-2). 
GH13: AS de N. polysaccharea 
GH70: GTF-Bio de Lb. reuteri ATCC-55730. GTF-A de Lb. reuteri 121; DSR-S de Ln. mesenteroides NRRL B-512F; GTF-D 
deS. mutans ; DSR-C de Ln. mesenteroides NRRL B-1355; DSR-C, Ln. mesenteroides NRRL B-1355; DSR-E1, premier 
domaine catalytique de Ln. mesenteroides NRRL B-1299 ; ASR, alternane-saccharase de Ln. mesenteroides NRRL B-1355 
GTF-I, S. downei ; GTF-C de S. mutans ; GTF-L de S. salivarius ATCC 25975; GBD-CD2 , deuxième domaine catalytique de 
Ln. mesenteroides NRRL B-1299. 
La numérotation des acides aminés est donnée en référence à l’ASNP. 
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Notamment, en aval du 3ème résidu catalytique, on peut observer des résidus ou zones qui 
semblent caractéristiques d’une spécificité donnée, en particulier : 
• de la teneur en liaison α-1,3/ α-1,6: les enzymes qui catalysent la synthèse de polymère 
formé de liaisons osidiques α-1,6 (polymère soluble) possèdent une thréonine (T) à proximité du 
3ème résidu catalytique (acide aminé en vert, FIGURE 29) alors que celles produisant un glucane 
majoritairement composé de liaisons osidiques α-1,3 (polymère insoluble) présentent un acide 
aspartique (D) à cette même position. Ainsi, le changement de la thréonine de GTF-D par l’acide 
aspartique permet d’accroître de 85 % la synthèse de liaisons α-1,3156. Ce type d’expérience de 
mutagenèse dirigée a été appliqué à d’autres enzymes318. Par ailleurs, la mutation D569T sur la 
GTF-I de S. downei MFe28 conduit bien à la production d’une fraction de polymère soluble319.  
• de la teneur en liaison α-1,4/ α-1,6: Krajl et coll. ont montré qu’en modifiant le peptide 
NNS en SEV (acides aminés en bleus foncé, FIGURE 29), le variant de la GTF-A obtenu 
synthétisait un glucane composé à plus de 80 % de liaisons α-1,6 au détriment des liaisons α-
1,4320. Les auteurs ont également muté les positions P1026V et I1029V en addition aux premières 
mutations NNS1134SEV, par analogie avec la séquence retrouvée dans la DSR-S. Le mutant 
obtenu synthétise alors un polymère composé à plus de 85 % de liaisons α-1,6, ce qui conduit les 
auteurs à supposer que la spécificité de liaisons de la GTF-A peut être contrôlée en jouant sur la 
nature des acides aminés présents en aval des deux acides aspartiques de la triade. Enfin, ils se 
sont plus particulièrement intéressés à la première asparagine (N1134), montrant ainsi son 
implication directe dans l’activité transglucosidase de l’enzyme321. Toutefois, les paramètres 
cinétiques (activité initiale et KM) de ces mutants sont largement affectés.   
• de la teneur en liaison α-1,2/ α-1,6 : Fabre et coll. ont également étudié par mutagenèse 
dirigée le rôle des résidus divergents présents dans le second domaine catalytique de DSR-E, 
responsable de la formation des liaisons α-1,2168. Les zones présentes en aval des deux acides 
aspartiques de la triade (acides aminés en bleus cyan, FIGURE 29), fortement divergentes des motifs 
consensus, ont été remplacées dans le GBD-CD2 par les acides aminés présents dans le premier 
domaine catalytique, responsable de la synthèse des liaisons α-1,6. Or, si la mutation d’un seul 
peptide entraîne une perte complète de l’activité du catalyseur, le double mutant restaure une très 
faible activité détectable sur zymogramme alors qu’aucun produit n’est décelé après migration du 
GBD-CD2. Les auteurs suggèrent ainsi que la spécificité de liaison a été modifiée, et que le 
double mutant synthétise des traces d’oligosaccharides très probablement liés en α-1,6322. 
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Il apparaît donc possible, par mutagenèse rationnelle, de favoriser la synthèse d’un lien osidique 
qui n’est produit qu’en minorité par la GS sauvage. Cependant, aucun changement total de 
spécificité n’a encore été décrit. 
Finalement, nous constaterons que, de manière tout à fait surprenante, très peu de travaux ont 
visé la modification de la spécificité de reconnaissance de ces enzymes pour élargir leur 
aptitude à la glycosylation d’accepteurs non naturels. C’est le défi que nous entendons relever 
dans nos travaux et dans la stratégie que nous allons exposer plus en détail avant de nous 
consacrer aux résultats. 
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POSITIONNEMENT DU SUJET ET STRATEGIES 
 
 
A. Stratégie de synthèse des haptènes 3a et 1b 
 
A l’exception du sérotype 6, les antigènes O de S. flexneri sont tous construits à partir d’une 
structure commune : un tétrasaccharide linéaire [ABCD], composé de trois résidus rhamnoside, 
liés en 2 ou 3 et d’une unité D-glucoside N-acétylé liée en position 2. Cette structure non modifiée 
correspond à l’antigène natif de S. flexneri, donnant lieu au sérotype Y. La conversion antigénique 
en un autre sérotype résulte d’une addition de résidus glucosyl et/ou O-acétyl sur l’un des 
différents sucres de la structure tétrasaccharidique de base (FIGURE 12). Dans les 2 motifs choisis 
(3a et 1b), le tétrasaccharide est ramifié par un groupe O-acétyl au niveau du saccharide [C]. Ces 
deux motifs se distinguent uniquement par le greffage d’un groupement glucosyle [E] au niveau 
du saccharide [A] (pour 3a) ou [D] (pour 1b) (FIGURE 30).  
 
 
FIGURE 30| Unités répétitives de S. flexneri 3a et 1b. 
 
 
La voie de synthèse proposée par les chimistes de l’Institut Pasteur pour ces 2 haptènes consiste 
à : 
i) transférer tout d’abord le groupement glucosyle [E] par voie enzymatique sur [A] (ou [D]) 
par formation d’une liaison osidique de type α-1,3 (ou α-1,4). Le développement de cette 
1ère étape fait l’objet de ce sujet de thèse. 
ii)  greffer, par la suite, le motif [BCD] (ou [CBA]) sur le disaccharide [EA] (ou [ED]) par 
voie chimique. Cette 2ème étape est réalisée au sein de l’Unité de Chimie des Biomolécules 
de l’Institut Pasteur dirigée par L. Mulard.  
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B. Stratégie de synthèse des disaccharides par voie enzymatique 
B.1. Choix des couples glucane-saccharase/accepteur 
B.1.a. Choix des glucane-saccharases  
 
Dans notre étude, nous avons choisi de tester l’amylosaccharase de N. polysaccharea et trois 
glucane-saccharases de la famille GH70 du genre L. mesenteroides. Ces GS sont disponibles sous 
leur forme recombinante au Laboratoire d’Ingénierie des Systèmes Biologiques et des Procédés 
(LISBP). Concernant les GS de la famille GH70 selectionnées, chacune catalyse la synthèse de 
glucanes différents et originaux: 
• la dextrane-saccharase DSR-E de L. mesenteroides NRRL B-1299 qui produit 
un dextrane ramifié à 28% par des liaisons α-1,2. Cette enzyme a fait l’objet d’une 
attention particulière depuis le clonage de son gène par Bozonnet et coll. en 2002. Il 
s’agit en effet à ce jour de la seule glucane-saccharase de structure primaire connue 
possédant deux domaines catalytiques143. 
• l’alternane-saccharase ASR de L. mesenteroides NRRL B-1355 qui synthétise 
un glucane formé d’un enchaînement de liaisons α-1,6 et α-1,3 alternées, et présente 
quelques ramifications liées en α-1,6 ou α-1,3. 
• la dextrane-saccharase DSR-S de L. mesenteroides NRRL B-512F qui 
synthétise des dextranes composés à plus de 95 % de liaisons α-1,6. 
 
Ces 3 enzymes, utilisées d’abord dans leur forme entière, ont fait l’objet de travaux d’ingénierie 
qui ont abouti à la construction de formes tronquées plus spécifiques et/ou performantes : 
• GBD-CD2, forme tronquée de DSR-E : par ingénierie rationnelle, Fabre et coll. 
ont montré que seul le deuxième domaine (CD2) catalytique était responsable de la 
synthèse des liaisons α-1,2, et ont construit une nouvelle transglucosidase (GBD-CD2) 
spécifique de la synthèse de ces liaisons rares dans la nature. Ce variant est incapable de 
synthétiser des polymères de glucose directement à partir de saccharose, mais réalise des 
branchements en α-1,2 par réactions d’accepteur sur des dextranes cliniques. Il s’agit 
donc d’une enzyme de branchement α -1,2 spécifique 
• ASR C-APY del, forme tronquée de l’ASR : en délétant du gène asr un 
fragment codant pour une partie du domaine C-terminal, Joucla et coll. ont optimisé 
l’expression de cette enzyme en terme de production (facteur 120) et de pureté 
(disparition des formes dégradées observées avec la protéine entière)323,324. En outre, 
cette délétion ne modifie pas le profil de produits obtenus avec l’ASR entière. 
• DSR-S vardel Δ4N, forme tronquée de DSR-S en parties N et C-Terminales. 
Tout comme pour l’ASR C-APY del, ce variant permet d’obtenir une enzyme hautement 
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purifiable à des taux de production élevées325, 326 et présente des profils de synthèse 
similaires à ceux de la forme entière. Signalons aussi, que d’autres variants, dépourvus 
d’activité polymérase ont été construits à partir de cette forme tronquée en mutant 
certains résidus situés juste en aval du troisième acide aspartique de la triade 
catalytique325, 326.  
 
En plus de l’ASNP, ce sont donc ces trois formes optimisées qui ont été utilisées lors ces travaux 
de thèse, permettant ainsi de disposer de GS possédant les 4 spécificités de liaison : α-1,2 ; α-1,3 ; 
α-1,4 et α-1,6. Le TABLEAU 7 compare les principales caractéristiques de production et 
biochimiques de ces 4 GS. 
 
TABLEAU 7 | Comparaison des principales caractéristiques des 4GS. 
 
Enzymes recombinantes GBD-CD2 ASR-C-del-APY DSR-S Δ4N ASNP 
Niveau de production (U/L) 500 5000 5600 300 
Activité spécifique (U/mg) 24 160 424 4,9 
kcat (s-1) 78 404 584 1 
 
 
B.1.b Choix des accepteurs  
 
Afin d’élaborer au mieux la stratégie de synthèse, les contraintes imposées par les voies 
chimique et enzymatique ont été prises en compte : la voie enzymatique doit permettre de 
fournir le disaccharide [EA] (ou [ED]) dans une forme compatible avec la suite de la synthèse. De 
ce fait, le résidu [A] (ou [D]) doit être au préalable protégé sur certaines de ses fonctions 
hydroxyle avant de subir la réaction enzymatique. En outre, la topologie du site actif des enzymes 
implique certaines restrictions au niveau du choix des groupes protecteurs. Notamment, des 
groupes volumineux sont à proscrire sur certaines positions du résidu de départ. Il convient donc 
d’ajuster au mieux cette double contrainte.  
Dans un premier temps, les accepteurs [A] et [D] non protégés ont été utilisés pour évaluer la 
faisabilité de la réaction enzymatique. Dans un second temps, des dérivés de ces résidus modifiés 
exclusivement au niveau de la position anomérique ont été jugés envisageables. Finalement, les 
accepteurs [A’]  et [D’]  retenus pour la synthèse chimio-enzymatique des haptènes 3a et 1b sont 
respectivement le α-methyl L-rhamnose et l’ α-allyl-N-Acétyl-D-glucosamine (FIGURE 31).  
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FIGURE 31| Accepteurs retenus ([A’]  et [D’])   
pour la synthèse chimio-enzymatique des haptènes de S. flexneri (3a et 1b) 
 
 
B.2. Stratégie employée pour le développement de la voie enzymatique 
 
Pour accéder aux disaccharides cibles, le développement de la voie enzymatique a été réalisé en 
deux phases : 
• Choix des couples glucane-saccharase/accepteur optimaux. Le potentiel des quatre 
GS sauvages à glucosyler les deux types d’accepteurs [A] et [D] a été évalué. Les 
produits de glucosylation les plus abondants ont été caractérisés. Ces travaux, décrits au 
chapitre II de ce manuscrit, ont permis de définir les couples enzyme/accepteurs les 
plus prometteurs.  
• Ingénierie de l’amylosaccharase de N. polysaccharea. Nous avons retenu 
finalement l’ASNP, comme enzyme candidate à l’optimisation de la glucosylation 
des deux types d’accepteurs. Une conception semi-rationnelle a alors été adoptée 
pour l’évolution de cette enzyme. Nous présenterons les résultats de ces travaux dans 
les chapitres III et IV de cette thèse. 
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Chapitre II : Synthèse enzymatique de disaccharides intervenant dans la composition de polysaccharides bactériens 
Le premier objectif de cette thèse a été d’évaluer le potentiel de quatre glucane-saccharases 
recombinantes de spécificités différentes à glucosyler les accepteurs cibles. Ces travaux 
préliminaires étaient destinés à sélectionner les enzymes les plus prometteuses pour la synthèse 
des disaccharides cibles, en vue de les optimiser par ingénierie moléculaire. 
 
Les quatre glucane-saccharases, utilisées sous leur forme recombinante dans cette étude 
préliminaire, ont été décrites en page 89. Rappelons, cependant, leurs noms et spécificités : 
• GBD-CD2, forme tronquée de DSR-E (liaison α, 1-2) 
• ASR C-APY del, forme tronquée de l’ASR (liaisons α, 1-3 et α, 1-6 alternées) 
• DSR-S vardel Δ4N, forme tronquée de DSR-S (liaison α, 1-6) 
• ASNP, amylosaccharase  (liaison α, 1-4) 
 
Pour compléter cette étude, il nous a également semblé judicieux de tester deux mutants de DSR-
S vardel Δ4N, dépourvus d’activité polymérase : 
• DSR-S vardel Δ4N SEV663YDA 
• DSR-S vardel Δ4N  SEV663NNS 
 
Les trois accepteurs testés dans cette étude sont : 
• la N-acétyl-D-glucosamine (accepteur non protégé) 
• le L-rhamnose (accepteur non protégé) 
• l’α-methyl- L-rhamnose (accepteur protégé en position anomérique) 
 
Il s’agissait plus particulièrement de déterminer : 
• l’aptitude de ces enzymes à reconnaître les accepteurs cibles (taux de conversion  
de l’accepteur)  
• leur capacité à former un produit mono-glucosylé, 
• la liaison osidique formée entre l’accepteur et l’unité D-glucosyle. Pour ce faire, 
les produits de glucosylation les plus abondants ont été purifiés et caractérisés par 
spectroscopie RMN et spectrométrie de masse. 
 
Ces travaux font l’objet de la première publication présentée dans ce chapitre. 
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A. Summary 
 
Transglucosylation reactions using sucrose as glucosyl donor and either N-acetyl-D-glucosamine, 
L-rhamnose or methyl α-L-rhamnopyranoside as acceptors were carried out with recombinant 
glucansucrases from family 70 or 13 of glycoside-hydrolases. Depending on the enzyme 
specificity, various carbohydrate structures were synthesized and characterized including α-D-
glucopyranosyl-(1→6)-N-acetyl-D-glucosamine, α-D-glucopyranosyl-(1→4)-N-acetyl-D-
glucosamine, α-D-glucopyranosyl-(1→1)-β-L-rhamnopyranoside, α-D-glucopyranosyl-(1→4)-α-
D-glucopyranosyl-(1→1)-β-L-rhamnopyranoside, methyl α-D-glucopyranosyl-(1→4)-α-L-
rhamnopyranoside and methyl α-D-glucopyranosyl-(1→3)-α-L-rhamnopyranoside. Several of the 
obtained disaccharides enter in the composition of surface polysaccharides of pathogenic bacteria, 
among which Shigella flexneri, Escherichia coli, Streptococcus pneumoniae, Yersinia kristensenii 
or Halomonas pantelleriensis. Our results outline the potential of glucansucrases in the chemo-
enzymatic synthesis of complex carbohydrates of biological interest, whose chemical synthesis 
may be seen as a limitation.  
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B. Introduction 
 
Two categories of natural enzymes catalyze glycosyl transfer onto sugar acceptors: 
glycosyltransferases of the Leloir pathway, which use expensive nucleotide activated sugars as 
glycosyl donor, and transglycosidases.  For both types, reactivity towards acceptors is strictly 
controlled by the enzyme selectivity and specificity. Among transglycosidases, glucansucrases 
(GS, EC 2.4.1), which are found in glycoside hydrolases (GH) family 13 and 70 according to the 
CAZY classification1, are very attractive to synthesize oligosaccharides. They naturally catalyze 
glucan synthesis and the concomitant release of fructose from sucrose donor, a largely available 
and low cost substrate. The type, number and organization of the glucosidic linkages displayed in 
the glucan polymer is strongly dependant on glucansucrase specificities2-7. An interesting 
particularity of glucansucrases is their ability to catalyze glucosylation reactions of non-natural 
acceptors introduced in the reaction medium to give rise to gluco-derivatives (Figure 1). 
Glucansucrases are indeed able to transfer glucosyl residues onto a large variety of acceptors, 
including sugar8-15 and non-sugar8, 13, 16-21  molecules. In this process, acceptor recognition, 
glucosylation rate and resulting products are also strongly dependant on glucansucrase stereo- and 
regio-specificities.  
 
In the present study, we have investigated the glucosylation of commercially available N-acetyl-
D-glucosamine, and L-rhamnose, as well as of methyl α-L rhamnopyranoside22, 23 prepared in one 
step from the later, by use of several recombinant or native glucansucrases, displaying distinct 
specificities (TABLE 1). The objective is to challenge the synthesis of glucosyl derivatives of these 
molecules that could enter into the chemo-enzymatic synthesis of oligosaccharide motives 
mimicking key elements of surface polysaccharides of pathogenic bacteria, such as Shigella 
flexneri, Steptococcus pneumoniae, Escherichia coli, Yersinia kristensenii and Halomonas 
pantelleriensis. In addition to some fundamental interest in the role that bacterial surface 
polysaccharide play in pathogenicity, a number of recent studies have shown that chemically and 
immunologically defined carbohydrate haptens could be part of semi-synthetic glycoconjugate 
immunogens, also termed third generation polysaccharide vaccines.24 Interestingly, the potency of 
this alternative to conventional polysaccharide-based vaccines has recently been demonstrated in 
human25, 26. However, chemical synthesis often remains tedious and introducing an enzymatic step 
may greatly improve the process. The acceptor reaction products synthesized with the selected 
enzymes were isolated and characterized. Their potential interest for the synthesis of disaccharide 
motives which could serve as starting building blocks for the synthesis of antigenic haptens is 
discussed. 
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C. Results and Discussion 
 
Glucansucrases are α-retaining transglucosidases that follow a double displacement retaining 
mechanism, in which a β-D-glucosyl enzyme covalent intermediate is first formed from sucrose 
substrate27-29. In a second step, the glucosyl moiety is transferred to an acceptor which, depending 
on the conditions of reaction, can be: (1) either water leading to the production of glucose, (2) 
fructose to form sucrose isomers, (3) the glucose moiety released from sucrose hydrolysis to form 
soluble oligosaccharides and α-glucan polymers, or (4) an exogenous hydroxylated acceptor, 
when the latter is well recognized. Depending on the enzyme regiospecificity, distinct types of 
glucosidic linkage are found in the polymer formed or in the non-natural glucosyl derivative 
(FIGURE 32). 
 
G
G3
G
G2
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Gn+1
Insoluble
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Soluble oligosaccharides
G
glucose
G
1) Hydrolysis
H2O
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GF + G-
 
FIGURE 32| Reactions catalyzed by glucansucrases. 
G: glucosyl; F: fructosyl or fructose; AccOH: non-natural acceptor 
 
In order to take advantage of the ability of glucansucrases to glucosylate non-natural acceptors in 
a regio- and stereo-specific manner, six recombinant glucansucrases were tested for the 
glucosylation of N-acetyl-D-glucosamine (D-GlcpNAc), L-rhamnose (L-Rhap) and methyl α-L-
rhamnopyranoside (α-L-RhapOMe). These six enzymes are namely: amylosucrase (AS)7, an 
engineered alternansucrase (ASR-C-APY del)30, three engineered dextransucrases (a truncated 
form of DSR-S dextransucrase31 and two mutants of this form32) and one α-1,2 branching enzyme, 
engineered from DSR-E dextransucrase33 (TABLE 1). Notably, mutant enzymes DSR-S vardel Δ4N 
SEV663YDA and DSR-S vardel Δ4N SEV663NNS carry mutations in the region downstream the 
second aspartic acid of the catalytic triad (known to participate in the distortion of the glucosyl-
enzyme and in the positioning of the acceptor), which could potentially alter the enzyme stereo- 
and regio-specificity32. As shown in TABLE 1, these enzymes catalyze the synthesis of diverse 
types of glucosidic linkage and were chosen on purpose to attempt the synthesis of structurally 
distinct disaccharides.  
enzyme enzyme
F 4) Non-natural Acceptor
glucosylation
trehalulose
F
G-F
turanose
2) Isomerisation G-O-Acc
HO-Acc
G-G-O-Acc
G
Oligosaccharides, gluco-conjugates
…
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TABLE 1| Origin and specificity of the recombinant glucansucrases selected for the glucosylation of the 
target acceptors: D-GlcpNAc, L-Rhap and α-L-RhapOMe. 
 
Recombinant 
Enzyme Origin EC 
GH 
Number 
Type of 
glucosidic 
linkages 
Ref. 
DSR-S vardel Δ4N Truncated form of DSR-S dextransucrase from Leuconostoc. mesenteroides NRRL B-512F 2.4.1.5 GH70 α-1,6 
31 
DSR-S vardel Δ4N 
SEV663YDA Mutant of DSR-S vardel Δ4N 2.4.1.5 GH70 α-1,6 
32 
DSR-S vardel Δ4N  
SEV663NNS Mutant of DSR-S vardel Δ4N 2.4.1.5 GH70 α-1,6 
32 
ASR-C-APY del Truncated form of  ASR alternansucrase from L. mesenteroides NRRL B-1355 2.4.1.140 GH70 
α-1,6 and α-
1,3 (mainly 
alternating) 
30 
DSR-E GBD-CD2 
(α-1,2 branching 
enzyme) 
Truncated form of DSR-E dextransucrase 
from L. mesenteroides NRRL B-1299 2.4.1-XX GH70 α-1,2 
33 
AS Recombinant form of Neisseria polysaccharea amylosucrase 2.4.1.4 GH13 α-1,4 
7 
 
C.1. Glucosylation of N-acetyl-D-glucosamine  
 
Enzyme screening. Acceptor reactions were first carried out using sucrose as donor and D-
GlcpNAc as acceptor in a molar ratio of 1. As shown in TABLE 2, only traces of acceptor products 
were synthesized using GBD-CD2. For the five remaining enzymes which were tested, D-
GlcpNAc conversion rates were comprised between 6 and 64 %. Using four different HPLC 
column systems, the chromatographic profiles of the acceptor reaction products synthesized by 
DSR-S vardel Δ4N, its variants (Δ4N SEV663YDA and Δ4N SEV663NNS), ASR and GBD-CD2 
were all identical (FIGURE 33). It can thus be assumed that all tested GH70 glucansucrases 
produced the same compound, herein called P1. Interestingly, the main acceptor reaction product 
obtained by action of AS, product P2, displayed a retention time differing from that of P1, 
indicating that a structurally distinct product was synthesized by transglucosylation (FIGURE 34). 
 
TABLE 2| Transglucosylation of D-GlcpNAc using different recombinant glucansucrases  
at Acceptor:Sucrose ratio of 1:1 (146 mM).  
The conversion rate of the acceptor was calculated using the formula: ([Acceptor]initial - [Acceptor]t24h)/[Acceptor]initial x100. 
The percentage of Monoglucosylated Acceptor was determined from the ratio: [Glc-Acceptor] t24h /[Sucrose consumed]. 
At final time, sucrose is fully consumed. 
 
 Recombinant enzyme 
 Δ4N Δ4N  SEV663YDA 
Δ4N  
SEV663NNS ASR GBD-CD2 AS 
Conversion Rate (%) 26% 54% 64% 14% <1% 6% 
% Monoglucosylated D-GlcpNAc 24% 54% 61% 13% <1% 4% 
 
Monoglucosylated D-GlcpNAc product P1 P2 
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FIGURE 33| Analysis of D-GlcpNAc glucosylation by 4 different GH70 glucansucrases. 
Comparison of HPLC chromatograms (with UVλ=220nm detection) before and after total sucrose 
consumption. (t0): initial time; (tf): final time=24h; P1’: Uncharacterized product. 
 
 
 
FIGURE 34| Analysis of D-GlcpNAc glucosylation by GH13 glucansucrase,  
amylosucrase from N. polysaccharea. 
Comparison of HPLC chromatograms (with UVλ=220nm detection) after total sucrose 
consumption. (t0): initial time; (tf):final time=24h; P2’: Uncharacterized product. 
 
 
Structural characterization. The structure of P1, which was synthesized with Δ4N SEV663YDA 
mutant was analyzed by HRMS and NMR (details given in Experimental section).  
HRMS analysis of P1 indicated a molecular weight of 383 g/mol was found, corresponding to a 
monoglucosylated form of D-GlcpNAc. The 1H NMR spectrum of P1 shows two doublets at 4.87 
and 4.88 ppm, assigned to the anomeric proton of the D-glucosyl residue, and two doublets at 4.66 
and 5.13 ppm, which by comparison with the D-GlcpNAc spectrum were assigned to the anomeric 
proton of β- and α-D-GlcpNAc, respectively. Signal integration indicates a disaccharide structure 
in good agreement with MS data. Moreover, both H-1Glc doublets exhibit weak J1-2 coupling 
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constants (3.4 and 3.5 Hz) which are characteristic of an α-D-glucosidic linkage. Besides, H-1Glc-
C-6GlcNAc and H-6GlcNAc-C-1Glc cross peaks in the HMBC spectrum ascertain the presence of an α-
(1→6) linkage. All 1H and 13C signal assignments are listed in TABLE 3.   
 
 
TABLE 3| 1H and 13C chemical shifts (ppm, D2O) and 3J coupling constants (Hz) of P1  
obtained by action of Δ4N SEV663YDA on D-GlcpNAc. 
 
 
Compound Residue δ (ppm) Carbohydrate Ring  
N-Acetyl 
group 
     1 2 3 4 5 6   C CH3 
α-D-Glcp 1H 4.87 3.46 3.67 3.32 3.65 3.67    
 13C 97.97 71.45 73.03 69.47 71.78 60.43    
           
β-D-GlcpNAc 1H 4.66 3.61 3.49 3.60 3.58 3.92-3.66   1.96 
  (J1,2: 11.2 Hz)         
P1        
(β anomer) 
 13C 95.05 56.58 74.08 69.97 74.30 65.65  174.47 22.16 
                       
α-D-Glcp 1H 4.88 3.46 3.67 3.32 3.65 3.67    
 13C 97.91 71.49 73.03 69.47 71.78 60.43    
           
α-D-GlcpNAc 1H 5.13 3.82 3.48 3.92 3.67 3.92-3.66   1.96 
  (J1,2: 4.8 Hz)          
P1       
(α anomer) 
13C 90.91 53.98 69.64 70.15 70.96 65.73  174.47 21.88 
 
From these assignments, it can be concluded that P1 is a new disaccharide corresponding to α-D-
glucopyranosyl-(1→6)-N-acetyl-D-glucosamine. (FIGURE 35) 
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FIGURE 35| Structure of disaccharide P1 obtained by the Δ4N SEV663YDA- 
mediated glucosylation of N-acetyl-D-glucosamine. 
 
 
 
Analogously, with a molecular weight of 383 g/mol determined by HRMS analysis, P2 is also a 
disaccharide. Moreover, NMR analysis (TABLE 4) indicates two major differences in the 13C 
 133
Chapitre II : Synthèse enzymatique de disaccharides intervenant dans la composition de polysaccharides bactériens 
spectra of P2 (TABLE 4) in comparison to that of P1 (TABLE 3). Differences involve δC-6, lowered 
by 4.5 ppm, and δC-6 which is increased by at least 7.2 ppm. Taking into account the H-1Glc-C-
4GlcpNAc and H-4GlcpNAc-C-1Glc cross peaks in the HMBC spectrum, all data converge to suggest that 
P2 corresponds to α-D-glucopyranosyl-(1→4)-N-acetyl-D-glucosamine (FIGURE 36). 
 
 
TABLE 4| 1H and 13C chemical shifts (ppm, D2O) and 3J coupling constants (Hz) of P2  
resulting from AS-mediated glucosylation of D-GlcpNAc 
 
Compounds Residue δ (ppm) Carbohydrate Ring  
N-Acetyl 
group 
      1 2 3 4 5 6  C CH3 
α-D-Glcp 1H 5.39 3.56 3.66 3.40 3.70 3.82    
 13C 99.87 72.06 73.27 69.78 73.14 60.97    
           
β-D-GlcpNAc 1H 4.70 3.68 3.79 3.69 3.56 3.82   2.02 
  (J1,2: 8.0 Hz)         
P2        
(β anomer) 
 13C 95.25 57.09 74.79 77.22 75.06 61.00  175.22 22.62 
                        
α-D-Glcp 1H 5.40 3.56 3.66 3.40 3.70 3.82    
 13C 100.15 72.17 73.30 69.78 73.14 60.97    
           
α-D-GlcpNAc 1H 5.18 3.89 4.00 3.66 3.94 3.82   2.02 
  (J1,2: 3.6 Hz)         
P2       
(α anomer) 
 13C 91.13 54.36 71.62 77.94 70.57 61.00  174.98 22.34 
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FIGURE 36| Structure of disaccharide P2 obtained by AS-mediated glucosylation of D-GlcpNAc 
 
D-GlcpNAc glucosylation by the native alternansucrase from L. mesenteroides NRRL B-1355 
was previously reported.8 The reaction was very low yielding and the product structures were not 
determined. We showed here that all tested GH family 70 enzymes produced the same 
disaccharide P1 upon D-GlcpNAc glucosylation. These enzymes thus conserve their same natural 
regiospecificity towards D-GlcpNAc. DSR-S vardel Δ4N and its variants were the most efficient 
enzymes for the synthesis of P1. Mutations introduced downstream the second aspartic acids of 
the catalytic triad of the enzymes did not alter the enzyme regiospecificity, but had a beneficial 
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effect on the conversion rate which increased by more than 2 fold for both mutants (Δ4N 
SEV663YDA and Δ4N SEV663NNS) compared to Δ4N. Located close to the catalytic residues, 
the mutations introduced may favour binding of the non natural acceptor, indicating that the 
engineering of glucansucrases can greatly enhance the ability of these enzymes for the synthesis 
of novel oligosaccharides.  
 
C.2. Glucosylation of L-rhamnose  
 
Enzyme screening. Acceptor reactions were carried using a L-rhamnose: sucrose ratio of 1 (TABLE 
5). The best conversion rate of L-rhamnose was obtained with AS,resulting in two reaction 
products (P3 and P4). Family 70 glucansucrases also converted L-rhamnose. Interestingly, they 
synthesized several products, distinct from those obtained with AS. The yield of each independant 
produced oligosaccharide was very low, thus preventing further characterization. Therefore, we 
focused on the characterization of P3 and P4.  
 
TABLE 5| Transglucosylation of L-rhamnose using different recombinant glucansucrases at 
Acceptor:Sucrose ratio of 1:1 (146 mM). 
The conversion rate of the acceptor was calculated using the formula ([Acceptor]initial - [Acceptor]t24h)/[Acceptor]initial x100.  
The percentage of Monoglucosylated Acceptor was determined by the ratio [Glc-Acceptor] t24h /[sucrose consumed] 
 
 Recombinant enzyme 
 Δ4N Δ4N  SEV663YDA 
Δ4N  
SEV663NNS ASR GBD-CD2  AS 
Conversion Rate (%) <1% <10% 1% 6% <1% 12% 
Novel observed products  0 5 0 4 0 2  (P3+P4) 
 
 
 
Optimization of P3 and P4 synthesis by AS. To improve P3 and P4 synthesis, the influence of 
Acceptor:Sucrose ratio on the conversion rate was first studied at two sucrose concentrations (146 
mM and 292 mM) (TABLE 6). In both cases, increasing the acceptor concentration favours its 
glucosylation at the cost of polymer formation, and yields higher amount of glucosylation 
products. However, L-rhamnose conversion rate decreases concomitantly. Maintaining similar 
Acceptor:Sucrose ratio but varying the initial sucrose concentration did not improve significantly 
the percentage of glucosyl transfer. Therefore, in search for the best compromise between P3 
yield and L-rhamnose conversion rate, we retained a Sucrose concentration of 292 mM and an 
Acceptor:Sucrose ratio of 2.5 for the synthesis. 
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TABLE 6| Effect of the Acceptor/Sucrose molar ratio (A/S) at sucrose concentrations of 146 and 292 mM. 
Percentages of Glcp and Rhap transferred were determined at final tinal (24h). At final time, sucrose is fully consumed . 
 
  A/S Ratio ([S]) = 146 mM)   A/S Ratio ([S] = 292 mM) 
  1 2.5 5 10   0.5 1.25 2.5 5 
L-Rhamnose (mM) 146 365 730 1460   146 365 730 1460 
P3 (mM) 6.4 12.3 18.4 25.5  7.8 13.2 26 36 
% Glcp transferred onto L-
Rhamnose to form P3  4.4% 8.4% 12.6% 17.5%   2.7% 4.5% 8.9% 12.3% 
% Rhap converted into P3 4.4% 3.4% 2.5% 1.2%   2.7% 3.6% 3.6% 2.5% 
 
Structural characterization of P3 and P4. P3 and P4 were separated by preparative HPLC and 
analyzed by NMR. The 1D and 2D L-Rhamnose spectra were used as reference (data not shown). 
L- Rhamnose is found in a 1C4 pyranose ring conformation, as revealed by J1,2 coupling constants 
(J1,2(β)~1 Hz ) (1C4 conformation: J1,2(β)~3.5 Hz). Signals at 4.76 ppm and 5 ppm were assigned 
to the anomeric proton in β and α form respectively. 
HRMS data of P3 indicates a molecular weight of 326 g/mol corresponding to the mass of a 
glucosylated rhamnose. Two anomeric signals of equal intensity, only, are observed in the 1H 
NMR spectrum. Aided by the chemical shifts and 1JC,H values of the anomeric carbons (TABLE 7), 
signals at 5.19 ppm (1JC,H = 173.9 Hz) and 4.78 ppm (1JC,H= 161.3 Hz) were assigned to the 
anomeric protons of a D-glucosyl and a L-rhamnosyl residues in α and β configuration, 
respectively. No signal corresponding to the α/β-anomerization of a reducing disaccharide could 
be found, suggesting that the two sugar moieties are linked by their anomeric carbons through an 
(α1→β1) linkage. The glycosidic linkage of the disaccharide was confirmed by HMBC analysis 
showing two inter-residual scalar couplings, C-1Rha-H-1Glc and C-1Glc-H-1Rha, respectively.  
In agreement with MS data, which strongly suggest that P4 is a trisaccharide (MW: 488 g/mol) 
made of two hexoses and a deoxyhexose, the 1H NMR spectrum of P4 indicates three doublets of 
equal intensity in the anomeric region (TABLE 7). In support to this assumption, the 13C NMR 
spectrum showed a single signal in the C-6Rha region (16-17 ppm), and two signals in the C-6Glc 
region (60-61 ppm), indicating the presence of one L-rhamnosyl ring and two D-glucosyl rings. 
Besides, the HMBC spectrum showed strong cross-peaks between an H-1Glc and a C-4Glc, and 
between a H-4Glc and a C-1Glc, respectively, indicating the presence of an α-(1→4)-linkage 
between the two glucosyl residues. As for P3, NMR analysis revealed that the glucosyl moiety 
was linked to a L-rhamnosyl residue through an (α1→β1) linkage. The whole sets of P3 and P4 
1H and 13C chemical shifts are given in TABLE 7.  
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TABLE 7| 1H and 13C chemical shifts (ppm, D2O) and 3J coupling constants 
of the AS-mediated transglucosylation products (P3 and P4) of  L-rhamnose 
 
Compounds Residue δ (ppm) Carbohydrate Ring 
      1 2 3 4 5 6 
α-D-Glcp 1H 5.19 3.49 3.64 3.35 3.55 3.72 
  (J1-2: 3.7 Hz)      
 13C 95.23 71.13 72.93 69.55 72.73 60.63 
        
β-L-Rhap 1H 4.78 3.92 3.58 3.33 3.32 1.23 
  (J1,2: 1.2 Hz)      
P3         
 13C 94.91 71.00 72.67 72.16 72.62 16.82 
α-D-GlcpII 1H 5.31 3.47 3.93 3.60 3.61 3.74 
  (J1-2: 3.6 Hz)      
 13C 99.83 71.86 73.42 69.47 73.02 60.64 
        
α-D-GlcpI 1H 5.20 3.51 3.55 3.32 3.70 3.74 
  (J1-2: 3.6 Hz)      
 13C 95.05 71.00 72.87 76.78 71.12 60.64 
        
β -L-Rhap 1H 4.79 3.93 3.545 3.32 3.31 1.22 
  (J1,2: 1.1 Hz)      
P4        
 13C 94.96 70.97 72.72 72.15 72.69 16.77 
 
Finally, P3 and P4 are new oligosaccharides identified as the α-D-glucopyranosyl-(1→1)β-L-
rhamnopyranoside and α-D-glucopyranosyl-(1→4)-α-D-glucopyranosyl-(1→1)-β-L-
rhamnopyranoside, respectively (FIGURE 37). 
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FIGURE 37|  Structures of disaccharide P3 and trisaccharide P4  
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obtained by AS-mediated glucosylation of L-R
C.3 Glucosylation of methyl α- -Rhamnopyranoside  
hamnose 
L
 transferring the glucosyl residue onto that or any other hydroxyl 
α-L-RhapOMe (TABLE 8). 
 
TABLE 8| Transglucosyla inant glucansucrases  
The c 00. 
The percentage of monoglucosylate Acceptor] t24h /[sucrose consumed].  
At final time, fully sucrose was consumed. 
 
 Recombinant enzyme 
 
The acceptor reaction was carried out using an Acceptor:Sucrose ratio of 1 and a sucrose 
concentration of 146 mM. The acceptor reaction products were analyzed by HPLC on C30 and 
C18 RP-Fusion columns. The retention times of the products were compared to those of 
chemically synthesized methyl α-D-glucopyranosyl-(1→4)-α-L-rhamnopyranoside34 and methyl 
α-D-glucopyranosyl-(1→3)-α-L-rhamnopyranoside35 used as reference compounds. Using the 
family 70 glucansucrases, methyl α-L-rhamnopyranoside conversion rates ranging from 3 to 17% 
were obtained, indicating poor recognition of this acceptor. The best conversion rate was obtained 
for ASR, forming preferentially methyl α-D-glucopyranosyl-(1→4)-α-L-rhamnopyranoside and to 
a lesser extent, methyl α-D-glucopyranosyl-(1→3)-α-L-rhamnopyranoside to a lesser extent. Two 
aditional peaks present on the chromatogram, were tentatively assigned to the homologous 
trisaccharides but were not further characterized. Noteworthy, AS was unable to use methyl α-L-
rhamnopyranoside as an acceptor. Indeed, the anomeric hydroxyl group, which was the preferred 
AS-mediated glucosylation site of L-rhamnose is blocked in methyl α-L-rhamnopyranoside, thus 
preventing the enzyme from
groups of 
 
tion of α-L-RhapOMe using different recomb
at Acceptor:Sucrose ratio of 1 (146 mM). 
 
onversion rate of the acceptor was calculated according to the formula ([Acceptor]initial - [Acceptor]t24h)/[Acceptor]initial x1
d acceptor was determined by the ratio [Glc-
 Δ4N SEV663YDA SEV663NNS ASR GBD-CD2  AS 
Δ4N  Δ4N  
Conversion Rate (%) 3% 5% 6% 17% 5% <1% 
% of α-D-Glcp-(1→3)-α-L-RhapOMe  0% 4% 3% 3% 0% 0% 
% of α-D-Glcp-(1→4)-α-L-RhapOMe  <1% <1% 3% 10% 5% 0% 
 
 
Within the past decades, semi-synthetic glycoconjugate immunogens were proposed as third 
generation polysaccharide vaccines.36 This alternative to conventional polysaccharide-protein 
conjugate vaccines involves synthetic carbohydrate haptens that mimic the immunodominant 
segment of the natural surface polysaccharide of selected pathogens. Among others, 
oligosaccharides mimicking S. flexneri 2a O-antigen have already been synthesized chemically,37 
 138
Chapitre II : Synthèse enzymatique de disaccharides intervenant dans la composition de polysaccharides bactériens 
and found immunogenic in an animal model upon conjugation to a protein carrier.24 As an 
alternative to the chemical route, chemo-enzymatic pathways could be foreseen to access specific 
carbohydrate structures. In particular, α-D-glucopyranosyl-(1→6)-N-acetyl-D-glucosamine, α-D-
glucopyranosyl-(1→4)-N-acetyl-D-glucosamine, methyl α-D-glucopyranosyl-(1→3)-α-L-
rhamnopyranoside and methyl α-D-glucopyranosyl-(1→4)-α-L-rhamnopyranoside are parts of 
known bacterial polysaccharides (for examples, see TABLE 9). Thus, if enzymatically produced, 
those disaccharides could serve as building blocks in the chemo-enzymatic synthesis of  
polysaccharide fragments of biological interest. Noteworthy, providing an enzymatic access to 
these disaccharide motives could, and help to overcome a well known limiting chemical step in 
the chemical synthesis of carbohydrates, that is the introduction of a 1,2-cis glucosidic linkage, 
 
TABLE 9| Examples of repeating units and/or cores of bacterial surface polysaccharides containing the 
motives s  by glucansucrases as de  in this work. 
 
R  
which is common to all listed examples.   
disaccharide ynthesized monstrated
Target disaccharide Organism Structure efs
α-D-Glcp-(1→4)-D-GlcpNAc → -S. flexneri type 1a 2)-α-L-Rhap-(1→2)-α-L-Rhap-(1→3)-α-L-Rhap-(1→3)-[α
D-Glcp-(1→4)]-β-D-GlcpNAc-(1→ 
38 
 S  
Y  
→6)-β-D-Glcp-(1→4)-[α 6)-α-D-Galp-(1→3)]-α-
Gro-( -P→ 
→ t 
 
. flexneri type 1b →2)-α-L-Rhap-(1→2)-α-L-Rhap-(1→3)-[2Ac]-α-L-Rhap-(1→3)-[α-D-Glcp-(1→4)]-β-D-GlcpNAc-(1→ 
38 
 E. coli O18B1 →6)-α-D-Glcp-(1→4)-[β-D-Glcp-(1→3)]-α-D-Galp(1→3)-[α-D-Glcp-(1→4)]-α-D-GlcpNAc-(1→2)-α-L-Rhap-(1→ 
-D-Glcp-(1→
39 
 . kristensenii O:25.35 L-FucpNAc-(1→3)-[α-D-Glcp-(1→4)]-β-D-GlcpNAc-(1→2)-
1
40 
 
 
H.  pantelleriensis  
 
6)-α-D-Glcp-(1→4)-α-D-GlcpNAc-(1→ as core fragmen
 
41 
α-D-Glcp-(1→6)-D-GlcpNAc 
S  → p- 38, 42 
E. coli 1 
→6)-α-D-Glcp-(1→ NAc-(1→3)]-α-D-
 
S. flexneri type 4a →3)-[α-D-Glcp-(1→6)]-β-D-GlcpNAc-(1→2)-α-L-Rhap-(1→2)-α-L-Rhap-(1→3)-α-L-Rhap-(1→ 
38, 42  
 . flexneri type 4b 3)-[α-D-Glcp-(1→6)]-β-D-GlcpNAc-(1→2)-α-L-Rha(1→2)-α-L-Rhap-(1→3)-[2Ac]-α-L-Rhap-(1→ 
4)-[β-D-Glcp
 O18A Galp(1→3)-[α-D-Glcp-(1→6 ]-α-D-GlcpNAc-(1→2)-α-L-
Rhap-(1→ 
 
) 39
   
α-D-Glcp-(1→3)-L-Rhap 
→ -
→2)-[α-D-Glcp-(1→3)]- hap-(1→2)-[α-D-Glcp-
→ D-
→4)-β-D-Glcp-(1→4)-[ (6OAc)-(1→2)]-[Gro-
S. pneumoniae type 19A →4)-β-D-ManpNAc-(1→4)-α-D-Glcp-(1→3)-α-L-Rhap-
  
S. flexneri type 2b →2)-[α-D-Glcp-(1→3)]-α-L-Rhap-(1→2)-α-L-Rhap-(1→3)-[α-D-Glcp-(1→4)]-α-L-Rhap-(1→3)-β-D-GlcpNAc-(1→ 
38 
 S. flexneri type 3a →2)-[α-D-Glcp-(1→3)]-α-L-Rhap-(1→2)-α-L-Rhap-(1→3)-[2Ac]-α-L-Rhap-(1→3)-β-D-GlcpNAc-(1→ 
38 
 S. flexneri type 5a 2)-α-L-Rhap-(1→2)-[α-D-Glcp-(1→3)]-α-L-Rhap-(1→3)α-L-Rhap-(1→3)-β-D-GlcpNAc-(1→ 
α-L-R
38 
 S. flexneri type 5b (1→3)]-α-L-Rhap-(1→3)-α-L-Rhap-(1→3)-β-D-GlcpNAc-
(1→ 
38 
 S. flexneri type X →2)-[α-D-Glcp-(1→3)]-α-L-Rhap-(1→2)- -(1→3)-α-L-Rhap-(1→3)-β-D-GlcpNAc-(1→ 
38 
 S. pneumoniae type 6B 2)-α-D-Galp-(1→3)-α-D-Glcp-(1→3)-α-L-Rhap-(1→4)-Rib-ol-(5→P→ 
α-D-Glcp
43 
 S. pneumoniae type 18C (1→P→3)-β-D-Galp-(1→4)-α-D-Glcp-(1→3)-β-L-Rhap-
(1→P→ 
44 
 (1→P→ 
45 
  
α-D-Glcp-(1→4)-L-Rhap S. flexneri type 2a →2)-α-L-Rhap-(1→2)-α-L-Rhap-(1→3)-[α-D-Glcp-(1→4)]-α-L-Rhap-(1→3)-β-D-GlcpNAc-(1→ 
38, 46  
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S. flexneri type 2b →2)-[α-D-Glcp-(1→3)]-α-L-Rhap-(1→2)-α-L-Rhap-(1→3)-[α-D-Glcp-(1→4)]-α-L-Rhap-(1→3)-β-D-GlcpNAc-(1→ 
38, 46  
D. Conclusion  
 
Glucosylation of N-acetyl-D-glucosamine using DSR-S vardel Δ4N led to the synthesis of α-D-
glucopyranosyl-(1→6)-N-acetyl-D-glucosamine with a conversion rate of 24% yield. Notably, the 
use of a triple mutant of DSR-S vardel Δ4N, mutated in the region close to the catalytic residues 
(Δ4N SEV663NNS), increased the conversion rate up to 64 %, demonstrating that engineering of 
glucansucrases can significantly improve their transglucosylation activities toward poorly 
recognized non-natural acceptors. Recombinant AS is also shown to produce α-D-glucopyranosyl-
(1→4)-N-acetyl-D-glucosamine. However, the glucosylation yield is very low, and rational 
in multi-step 
ynthesis. Semi-rational engineering will now be investigated to reach this purpose.  
tal Section 
alternansucrase. They were constructed to reduce the glucansucrase degradation occurring during 
engineering of the acceptor binding site should be considered to improve the enzyme. 
Enzymatic glucosylation of L-rhamnose using glucansucrases appeared also doable. However, this 
monosaccharide was not an efficient acceptor substrate of glucansucrases. Multiple products were 
obtained in low yield with family 70 glucansucrases. Interestingly, a yet unreported (1→1)-linked 
disaccharide was synthesized using AS. Alternatively, blocking the anomeric position of L-
rhamnose in methyl α-L-rhamnopyranoside enabled the formation of methyl α-D-glucopyranosyl-
(1→3)-α-L-rhamnopyranoside and methyl α-D-glucopyranosyl-(1→4)-α-L-rhamnopyranoside 
with family 70 glycoenzymes. Methyl α-D-glucopyranosyl-(1→3)-α-L-rhamnopyranoside might 
be further considered for the chemo-enzymatic synthesis of a number of S. flexneri O-antigen 
fragments. Unfortunately, poor yields were obtained and GH70 glucansucrases turned out to lack 
regiospecificity. Besides, AS from family 13 did not recognize methyl α-L-rhamnopyranoside as 
an acceptor. This clearly demonstrates that, although they appear as promising tools for the 
stereoselective glucosylation of non natural targets of interest, glucansucrases have to be 
improved for efficient use with L-rhamnose or L-rhamnose derivatives, and more generally, in 
order to produce appropriate building blocks in amounts compatible with their use 
s
 
E. Experimen
E.1. Materials 
E.1.a. Choice of recombinant glucansucrases 
 
For glucansucrases (DSR-S, ASR), the enzyme constructs chosen for this study are respectively 
DSR-S vardel Δ4N and ASR C-del APY. Both enzymes are truncated variants of from L. 
mesenteroides NRRL B-512F dextransucrase and from L. mesenteroides NRRL B-1355 
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heterologous enzyme expression by E. coli and have previously been shown to display the same 
behaviour than the wild-type enzyme in terms of specificity and synthesized products30, 31. 
DSR-S vardel Δ4N  variants (Δ4N SEV663YDA, DSR-S SEV663NNS32) are mutated in the 
active site downstream the catalytic aspartic acid D662. These mutants were designed by 
sequence alignment analyses with glucansucrases of various linkage specificities, and described to 
have a particular influence on acceptor binding, as they preferentially catalyze the formation of a 
disaccharide, to the detriment of dextran formation 
Recombinant protein DSR-E from L. mesenteroides NRRL B-1299 synthesizes both α-1,6 and α-
1,2 glucosidic linkages. In this work, the truncated form GBD-CD2, which is an enginereed 
transglucosidase specific for the formation of α-1,2 linkages,33 was used. 
All recombinant enzymes were produced in E.coli as reported elsewhere7, 30, 31, 33. Non-purified 
DSR-S and ASR (sonication supernatants) stored at -20°C were used for enzymatic assays. 
Purified GBD-CD2 and AS, conserved at -20°C or -80°C, served for enzymatic reactions 
 
E.1.b. Chemical material 
Sucrose, L-rhamnose and N-acetyl-D-glucosamine were purchased from Sigma-Aldrich. Methyl 
α-L-rhamnopyranoside, 22, 23  and reference compounds methyl α-D-glucopyranosyl-(1→3)-α-L-
rhamnopyranoside35 and methyl α-D-glucopyranosyl-(1→4)-α-L-rhamnopyranoside34 were 
synthesised chemically at UCB.  
 
E.2. Acceptor reaction assay 
The glucosylation reaction was performed in the enzyme optimal buffer: in Tris-HCl (50 mM, pH 
= 7.5) for AS assay, in sodium acetate buffer (AcONa) (20 mM, pH = 5.4) for ASR assays, in 
AcONa (50 mM, [CaCl2]= 0.05 g/L, pH = 5.2) for DSR-S assays and in AcONa (20 mM, 
[CaCl2]= 0.5 g/L, pH = 5.4) for GBD-CD2 assays. The reaction mixture was carried out at 30 °C 
with sucrose and acceptor in equimolar ratio (146 mM). Enzymes were used at 1 U/mL. For 
glucansucrases (DSR-S, ASR and GBD-CD2), one unit is defined as the amount of enzyme that 
catalyzes the formation of 1µmol of fructose/min at 30°C, in enzyme buffer and 292 mM sucrose. 
For AS, activity was determined under the same conditions, except that sucrose was used at a 
concentration of 146 mM. The reaction was stopped by heating at 95°C for 5 min. The final 
mixture was centrifuged at 18 000 g for 10 min and filtered on a 0.22 µm membrane before HPLC 
analysis. 
 
E.3. Glucosyl acceptor production 
 
In order to characterize glucosylated products of L-rhamnose and N-acetyl-D-glucosamine, 
acceptor reactions were conducted at preparative scale.  
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P1 from N-acetyl-D-glucosamine glucosylation by Δ4N SEV667YDA (0.8 U/mL) was 
synthetized in 50 mL mixture reaction (500 mM in sucrose, 100 mM in acceptor); P2 from N-
acetyl-D-glucosamine glucosylation by purified AS (1 U/mL) was produced in 100 mL mixture 
reaction (292 mM in sucrose, 730 mM in acceptor). P3 and P4 from L-rhamnose glucosylation by 
purified AS (1 U/mL) were produced in 60 mL mixture reaction (292 mM in sucrose, 730 mM in 
acceptor). After a 24 h reaction time at 30°C, the media were centrifugated at 4800 rpm, for 20 
min at 4°C to remove proteins and filtered for a better clarification. The purification of the 
glucosylated products was performed on a preparative octadecyl reverse-phase chromatography 
column (C18 column) (Bischoff Chromatography). Ultra pure water was used as eluent at a 
constant flow rate of 50 mL/min. Glucosyl detection was carried out with a refractometer, and 
each peak was collected separately, concentrated and reinjected into an analytical HPLC system to 
check the purity of the compounds.  
 
E.4. Analytical methods 
E.4.a. High Performance Liquid Chromatography (HPLC) 
 
HPLC analysis device consisted in a Dionex P 680 series pump, a Shodex RI 101 series 
refractometer, a Dionex UVD 340 UV/Vis detector and an autosampler HTC PAL. Five columns 
were employed to separate the acceptor reaction products and to determine the acceptor 
conversion rate and product yields (i) a Biorad HPLC Carbohydrate Analysis columns: AMINEX 
HPX-87C at 80°C (elution with ultra-pure water at 0.6 mL/min) (ii) HPX-87K columns (300 x 7.8 
mm) at 65°C (elution with ultra-pure water at 0.6 mL/min) (iii) C18 column Bischoff Prontosil 
Eurobond, 5 µm (elution with ultra pure water at room temperature and 1mL/min) (iv) C30: 
Bischoff Prontosil Eurobond, 5 µm, 250 x 4.0 mm (elution with ultra pure water at room 
temperature and 1mL/min) (v) C18RP: Sinergi Fusion RP  Phenomenex, 4µm, 250 x 4.6 mm 
(elution with ultra pure water at room temperature and 1 mL/min). 
 
E.4.b. High Resolution Mass Spectrometry (HRMS) and Nuclear Magnetic Resonance 
(NMR) 
 
Accurate mass determination was carried out using an Autospec mass spectrometer arranged in an 
EBE geometry (Micromass, Manchester, UK). The instrument was operated at 8 kV accelerating 
voltage in positive mode. The caesium gun was set to 35 keV energy and 1 µL of sample was 
mixed in the tip of the probe with a glycerol or dithiothreitol/dithioerythritol matrix.  
NMR analyses: 1H (400.130 MHz), 13C (100.612 MHz), HSQC and HMBC were registered on a 
Bruker-ARX 400 spectrometer equipped with an ultrashim system. Samples were disolved in 
deuterium oxide at c.a. 80 g/L and experiments were performed at 300K. 
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E.4.b.1. α-D-glucopyranosyl-(16)-N-acetyl-D-glucosamine (P1) 
HRMS (FAB): Anal. Calcd for C14H26NO11: 384.1506 [MH+], Found: 384.1518; 1H and 13C listed 
in TABLE 3. 
 
E.4.b.2. α-D-glucopyranosyl-(14)-N-acetyl-D-glucosamine (P2) 
HRMS (FAB): Anal. Calcd for C14H25NO11Na: 406.1325 [MNa+], Found: 406.1356; 1H and 13C 
listed in TABLE 4. 
E.4.b.3. α-D-glucopyranosyl-(1→1)-β-L-rhamnopyranoside (P3) 
HRMS (FAB): Anal. Calcd for C12H22O10K: 365,0850 [MK+], Found: 365,0861; 1H and 13C listed 
in TABLE 7. 
E.4.b.4. α-D-glucopyranosyl-(14)-α-D-glucopyranosyl-(1→1)-β-L-rhamnopyranoside (P4) 
HRMS (FAB): Anal. Calcd for C18H32O15K: 527,1378 [MK+], Found: 527,1366; 1H and 13C listed 
in TABLE 7. 
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L’étude précédente nous a permis de sélectionner les deux glucane-saccharases recombinantes, les 
plus prometteuses pour la glucosylation de la N-acétyl-D-glucosamine : 
• l’amylosaccharase, seule enzyme capable de produire le disaccharide d’intérêt 
mais en très faible quantité (4%).  
• DSR-S vardel Δ4N, et plus particulièrement ses variants, avec lesquels on obtient 
majoritairement un accepteur mono-glucosylé (54% et 61%) mais ne présentant 
toutefois pas la bonne spécificité de liaison. 
 
Concernant la glucosylation du L-rhamnose et de ses dérivés, les rendements en disaccharide 
obtenus avec les glucane-saccharases recombinantes sont faibles. Seuls les variants de DSR-S 
vardel Δ4N et l’ASR forment le disaccharide ciblé mais en quantité très faible (3-4%). 
De plus, un autre élément a été déterminant dans le choix des enzymes à optimiser : 
l’amylosaccharase est la seule enzyme pour laquelle nous disposons de la structure 
tridimensionnelle. Il s’agit ainsi d’un atout considérable pour identifier de façon rationnelle des 
cibles de mutagenèse visant à modifier le site de reconnaissance de l’accepteur. 
Nous avons finalement retenu, comme enzymes candidates à l’optimisation, DSR-S vardel Δ4N 
pour la glucosylation des dérivés de la N-acétyl-D-glucosamine et l’amylosaccharase pour la 
glucosylation des deux types d’accepteurs.  
 
Optimisation de DSR-S vardel Δ4N : 
Au vu des résultats obtenus à l’aide de l’enzyme recombinante, notre objectif était de modifier par 
ingénierie de l’enzyme la spécificité de liaison (α, 1-6) obtenue avec la N-acétyl-D-glucosamine 
pour former une nouvelle liaison de type (α, 1-4). En l’absence de structure 3-D, nous nous 
sommes appuyés sur des alignements de séquences réalisés sur des glucane-saccharases de 
spécificités variées, notamment les GTF-A et GTF-Bio, qui sont les 2 seules enzymes à présenter 
une spécificité de liaison (α, 1-4). Cinq zones, dont quatre sont identifiées en page 85 et situées en 
aval des trois résidus catalytiques, sont supposées être impliquées dans la spécificité de cette 
liaison (α, 1-4). La mutation de la 4ème zone correspond à la construction du mutant, DSR-S vardel 
Δ4N SEV663NNS.  
Nous avons réalisé 7 autres constructions (non détaillées dans ce manuscrit), à partir du mutant 
DSR-S vardel Δ4N SEV663NNS, pour introduire individuellement ou simultanément les résidus 
de la GTF-A supposés être impliqués dans la spécificité de cette liaison (α, 1-4). De telles 
mutations ont conduit à une perte totale de l’activité catalytique de l’enzyme.  
Ces travaux illustrent, une fois de plus, la difficulté à changer la spécificité d’une enzyme, en 
particulier en l’absence d’information sur la structure tridimensionnelle de l’enzyme. 
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Optimisation de l’ amylosaccharase de Neisseria polysaccharea : 
Nos efforts se sont, donc, davantage concentrés sur l’exploitation de la structure 3-D de 
l’amylosaccharase afin de remodeler le site de fixation de l’accepteur (sous-site (+1)) et concevoir 
de nouvelles protéines offrant une meilleure complémentarité topographique et électrostatique vis-
à-vis des accepteurs considérés. Des travaux de modélisation moléculaire ont été entrepris sur les 
2 motifs disaccharidiques ciblés : α-D-Glcp-(1→3)-α-L-Rhap (sérotype 3a) et α-D-Glcp-(1→4)-D-
GlcNAcp (sérotype 1b). Sur la base de ces résultats, 7 positions ont été identifiées comme 
prometteuses. Une banque de 133 mono-mutants a ainsi été construite en remplaçant 
individuellement les 7 résidus sélectionnés par les 19 autres acides aminés possibles. Cette banque 
a ensuite été criblée sur les deux accepteurs cibles. 
Dans la deuxième publication, nous décrivons plus amplement la stratégie employée, 
l’identification de 43 mono-mutants d’intérêt,  la caractérisation des 2 variants les plus améliorés 
et leur utlisation dans la validation de l’approche chimio-enzymatique. 
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A. Summary 
 
The difficult access to complex carbohydrates and glycoconjugates using a chemical synthesis  
impairs their development on a large scale. The use of biocatalysts holds great potential to 
circumvent the boundaries defined by chemistry , yet poorly exploited in spite of the fast-growing 
development of engineering technologies allowing the search and the construction of better 
performing enzymes, displaying novel specificities. So far, the challenging design of an 
appropriate enzymatic glycosylation tool that would allow an optimal combination of the 
chemical and enzymatic steps involved in the synthesis of complex oligosaccharides has never 
been attempted, although it would be of major interest to develop new synthetic pathways. 
We describe promising in-vitro chemo-enzymatic synthetic methodologies to produce complex 
bacterial carbohydrates, that demonstrate the applicability of glycoenzymes engineering, 
purposely designed, to realize an enzymatic glycosylation step at an early stage in the synthesis, 
compatible with the requirements defined to ensure the correct stereochemical outcome of the 
glucosylation step for subsequent chemical elongation . A semi-rational engineering approach was 
used to re-design the enzyme active site and adapt it to the glucosylation of non-natural acceptors 
to produce the serotype-specific branched α-D-glucopyranosyl linkages of Shigella flexneri O-
antigen oligosaccharides, which are of prime interest for the synthesis of third generation vaccines 
against shigellose. This innovative chemo-enzymatic process may be seen as an alternative for the 
synthesis of S. flexneri O-antigen fragments, but more generally the concept validation disclosed 
herein offers new opportunities in the synthesis of complex oligosaccharides providing that an 
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appropriate combination of engineered transglycosidase/donor/acceptor system is made available 
based on compatibility with chemical chain elongation. 
 
B. Introduction 
 
Recent developments in glycochemistry, providing more straightforward access to well-defined 
carbohydrates, have opened the way to significant progress in the fields of glycobiology and 
glycotherapeutics1-3. Efficient and elegant synthetic methods such as one-pot oligosaccharide 
synthesis4, or automated synthetic tools5, have been developed to provide more straightforward 
access to well-defined carbohydrates. The use of lightly protected precursors and the 
regioselective one-pot protection of monosaccharides were recently emphasized6. Nevertheless, 
despite accomplished advancements, chemical approaches towards specific usable microbial 
oligosaccharides still need considerable effort. They often remain highly dependent on the design 
of appropriate combinations of multiple protection, deprotection, and efficient glycosylation 
steps7. 
 
Avoiding the need for protecting groups, but remaining to date limited to the synthesis of short 
oligosaccharides which can passively cross the cell membrane, the use of metabolically 
engineered cell factories is found attractive8, 9, 10. Alternatively, enzymes have emerged as 
practical alternatives to a number of limitations encountered in chemical synthesis11, 12. 
Noteworthy, the combination of multiple overexpressed native glycosyltransferases was highly 
rewarding for the synthesis of the upstream pentasaccharide terminus of the Neisseria 
meningitidis lipooligosaccharide13, but examples of in vitro enzymatic synthesis of complex 
carbohydrate remain scarce14. Despite the increasing number of available carbohydrate-active 
enzymes, in particular glycosyltransferases and transglycosidases, the lack of appropriate 
enzymatic tools with requisite substrate specificity has prevented extensive exploration of chemo-
enzymatic routes to complex oligosaccharides. Membrane Leloir-type glycosyltransferases are not 
all easily available. Their nucleotide activated sugar substrates are expensive, or generated in situ 
at the cost of additional enzymes14. Alternatively,  transglycosidases proceed from diverse non-
nucleotide sugar donors and are compatible with a broader variety of acceptors15. Interestingly, 
modified donors were occasionally used successfully16. Nonetheless, enzyme availability is often 
critical, especially when considering the appropriate regio- and stereospecificity required for a 
given target15, 17, 18. Moreover, in vitro enzymatic glycosylation, relying on enzyme/acceptor 
compatibility, mostly involves fully deprotected acceptors. Thus, it often comes at the latest stages 
in the synthesis of complex carbohydrates14, 19, 20.  
Chapitre III : Conception à façon de transglucosidases pour la synthèse chimio-enzymatique d’antigènes osidiques 
 
 153
To circumvent these limitations, protein engineering has proven to be extremely efficient to 
generate biocatalysts, including carbohydrate-active enzymes with novel substrate specificities21, 
22. However, although rather appealing, the quite challenging design of an appropriate enzymatic 
glycosylation tool that would allow an optimal combination of the chemical and enzymatic steps 
at any stage of the synthesis of complex oligosaccharides has never been attempted. Along this 
line, in the present article, our goal is to demonstrate the applicability of glycoenzymes 
engineering to obtain complex bacterial carbohydrates by innovative in-vitro chemo-enzymatic 
synthetic methodologies involving an enzymatic glycosylation step at an early stage in the 
synthesis. We turned to the use of glucansucrases, α-retaining transglucosidases belonging to 
families 13 and 70 of glycoside-hydrolases, known to accept sucrose as low cost glucosyl donor 
and to be flexible in terms of acceptor specificity, to probe the potential of our strategy. The 
approach was applied to the synthesis of oligosaccharide fragments of Shigella flexneri 
lipopolysaccharide. Shigella, the causal agent of shigellosis, or bacillary dysentery, represents a 
major burden worldwide. No vaccine is yet available23,24. In countries where shigellose is 
endemic, a number of S. flexneri serotypes have been isolated, emphasizing the need for a 
multivalent vaccine23,24. Interestingly, protein-conjugates of synthetic oligosaccharides mimicking 
S. flexneri serotype 2a O-antigen induced in mice a potent anti-O-antigen humoral immune 
response, which was shown to be protective against homologous challenge25, 26. 
 
The diversity, associated to a close resemblance in composition, of the known S. flexneri O-
antigen repeating units was found of utmost interest to challenge our goal. Indeed, most known S. 
flexneri O-antigen repeating units share a linear tetrasaccharide backbone27. Serotype specificity 
involves O-acetyl and/or α-D-glucopyranosyl decorations27, 28. Interestingly, 4 different patterns 
of α-D-glucosylation, involving either L-rhamnopyranose or N-acetyl-D-glucopyranosamine 
residues, have been characterized for S. flexneri polysaccharides. Herein, focus is the enzymatic 
synthesis of α-D-glucopyranosyl-(1→4)-N-acetyl-α-D-glucopyranosaminyl (ED) branching 
pattern shared by serotypes 1a and 1b27, 28 (FIGURE 38), and on the α-D-glucopyranosyl-(1→3)-α-
L-rhamnopyranosyl (EA) side chain common to serotypes 2b, 3a, 5a, 5b, and X27, 28 (FIGURE 39). 
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FIGURE 38| Repeating unit of  S. flexneri serotypes 1a and 1b O-Ags. 
Rhap=L-Rhamnopyranosyl - GlcNAcp=N-acetyl-D-glucosaminopyranosyl - Glcp=D-Glucopyranosyl 
 
 
 
FIGURE 39| Repeating unit of  S. flexneri serotypes 2b, 3a, 5a, 5b and X O-Antigens. 
Rhap=L-Rhamnopyranosyl - GlcNAcp=N-acetyl-D-glucosaminopyranosyl - Glcp=D-Glucopyranosyl 
 
C. Results 
 
C.1. Chemo-enzymatic pathway    
 
Our goal was to find combinations of transglucosidase/low cost donors systems and protected 
glucosaminyl and rhamnopyranosyl acceptors compatible with the production of large amounts of 
disaccharides EA and ED in a form allowing multiple-step chemical chain elongation at both ends 
of the acceptor residues. To avoid the need for sugar nucleotide donor, we favoured the use of 
transglucosidases commonly named glucansucrases (FIGURE 40). These enzymes are highly 
specific for sucrose, their donor substrate, but tolerate diverse sugar acceptors29-32.  
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FIGURE 40| Reactions catalyzed by glucansucrases. 
Glucansucrases are α-retaining transglucosidases found in families 13 and 70 of glycoside-hydrolases. Glucansucrases follow a 
double displacement retaining mechanism, in which a β-glucosyl enzyme covalent intermediate is first formed from sucrose 
substrate. In a second step, the glucosyl moiety is transferred onto an acceptor which can be depending on the conditions of 
reaction: (i) either water what leads to the production of glucose (ii) fructose to form sucrose isomers (iii) the glucose moiety 
released from hydrolysis to form soluble oligosaccharides and a-glucan polymers (iv) or an exogeneous hydroxylated acceptor, 
when the latter is well recognized. Depending on the enzyme regiospecificity, distinct types of glucosidic linkage are found in the 
polymer formed. The polymerization reaction can be redirected toward the glucosylation of non-natural acceptors, reaction of 
interest shown in red. α-L-RhaOMe (A’) and D-GlcpNAc (D) target acceptors are not recognized by the recombinant 
glucansucrases tested and specific for α-1,2, α-1,3, α-1,4 and α-1,6 glucosidic bond formation. G: glucosyl; F: fructosyl 
 
C.2. Choice of acceptor substrates 
 
The choice of suitable precursors to residues A and D to be used as acceptors in the enzymatic 
step was crucial. It obeyed three rules: (i) light protecting pattern compatible with the ability of 
selected glucansucrases to modulate their acceptor binding site, (ii) easy synthetic access, and (iii) 
possible site-selective chemical elongation of the glucosylation product at either the reducing or 
non reducing end.  
Defining an appropriate precursor A' to residue A matching those requirements was an easy 
task, thanks to previous achievements on S. flexneri 5a oligosaccharides33. Methyl α-L-
rhamnopyranoside34  (A', 1), a crystalline material obtained in one step from L-rhamnose 
(SCHEME 1 and SUPPLEMENTARY METHODS), was selected accordingly. Indeed, conversion of the 
glucosylation product α-D-Glcp-(1→3)-α-L-RhapO-Me35 (EA', 2) into allyl (2,3,4,6-tetra-O-
benzyl-α-D-glucopyranosyl)-(1→3)-4-O-benzyl-α-L-rhamnopyranoside36 (7) was thought 
feasible. Acting as an acceptor and potential donor, disaccharide 7 was as an exquisite 
building block in the synthesis of several S. flexneri 5a37, 3a, and X O-antigen fragments.  
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SCHEME 1| Chemo-enzymatic synthesis of key building block 7. 
a. MeOH, H+; b. non-purified I228Y extract, sucrose; c. Ac2O, Pyridine; d. K2CO3, MeOH; e. Ac2O, H+; f. HBr/AcOH; 
g. MeOH, Lutidine; h. K2CO3, MeOH; i. NaH, BnBr; j. AllOH, TMSOTf, k. MeONa, MeOH. 
 
 
The choice of an appropriate precursor (D') to residue D obeyed the same criteria. In the absence 
of any model disaccharide to probe the chemo-enzymatic route, it relied extensively on literature 
data. Indeed, allyl 2-N-acetyl-2-deoxy-α-D-glucopyranoside (D', 11) a crystalline material 
prepared in one step (84%) from N-acetyl-D-glucosamine (SCHEME 2 and SUPPLEMENTARY 
METHODS) was selected based on the assumption that the 3D'-OH group would be easily 
differentiated at the disaccharide level providing that 16, bearing a 2,3-oxazolidinone moiety 
would derive from 15, itself resulting from N-deacetylation of the product of enzymatic 
glucosylation 13. Regioselective differentiation of the 3D'-OH is indeed a pre-requirement to any 
specific chain elongation at this position as present in S. flexneri 1a and 1b O-antigens. 
 
 
SCHEME 2| Chemo-enzymatic synthesis of disaccharide 10.  
a. AllOH, BF3.OEt2; b. non-purified F290K extract, sucrose; c. Ac2O, Pyridine; d. MeONa, MeOH; 
 e. Ba(OH)2, H2O; f. pNO2C6H4OCOCl, MeONa, MeOH 
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C.3. Screening for native glucansucrases able to synthesize the starting 
building blocks  
 
Glucansucrases had never been tested against the acceptors of interest. Glucosylation of both A’ 
and D-GlcpNAc (D) was thus attempted with four recombinant glucansucrases, which were 
selected for their very distinct specificities, namely their ability to form α-1,2, α-1,3, α-1,4 and α-
1,6 glucosidic bond, respectively. Note that this first screening was run with commercially 
available D rather than the allyl glycoside D'. Indeed, relying on earlier studies on glucosides38, 
we assumed that the anomeric allyl aglycone would not significantly affect acceptor recognition. 
None of the glucansucrases could glucosylate these acceptors in reasonable yields, with the 
required regiospecificity39. Noteworthy one of the glucansucrases namely the recombinant 
amylosucrase from Neisseria polysaccharea (wtAS), was shown to be unable to glucosylate α-L-
RhapOMe, but in the presence of D-GlcpNAc as acceptor, this enzyme synthesized the desired α-
D-Glcp-(1→4)-D-GlcpNAc disaccharide, although in very low yield39 (< 2%).   
 
C.4. Engineering of amylosucrases able to glucosylate the target acceptors 
 
Engineering novel transglucosidases with altered acceptor substrate specificity was our next goal. 
Interestingly, there is yet no description of substrate acceptance enlargement for α-retaining 
transglycosidases. Among the enzyme tested, wtAS is the only glucansucrase whose three-
dimensional structure is available in complex with either the substrate or the natural reaction 
product40. It was therefore chosen as a model enzyme to authorize a semi-rational engineering 
approach aiming at changing the enzyme specificity. Indeed, our in-depth knowledge of the 
structural features of the enzyme active site and their contribution to function were used to guide 
site-directed evolution targeted at the binding pocket (FIGURE 41A). Our approach consisted in (i) 
mapping the binding site residues important for functional plasticity, (ii) identifying the most 
promising positions to be modified to favour acceptor recognition without interfering with sucrose 
substrate binding at subsites -1 and +1, and (iii) limiting side-reactions involving natural acceptors 
present in the reaction mixture (ie. hydrolysis, polymerisation and sucrose isomerisation) by 
reducing their binding to mutants. Mutation selection relied on docking studies of disaccharides 
EA’, and ED, in the active site of wtAS41,42.  
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FIGURE 41| View of amylosucrase active site in complex with maltoheptaose (PDB: 1MW0). 
(A) Amylosucrase is viewed as a Connoly surface, as calculated by the MOLCAD module implemented in Sybyl 7.3. The active 
site is located at the bottom of a narrow and 15 Å deep pocket. Mapping of maltoheptaose subsites -1 to +6 was done according 
to the nomenclature earlier described for glycoside hydrolases43. 
(B) Cross view of the active site. Residues forming the catalytic triad  (E286, E328 and D393), located at the bottom of the 
pocket, are coloured in magenta. The 7 positions identified for site-directed mutagenesis (I228, A289, F290, I330, V331, D394 
and R446) are shown in cyan colour. I330 is not shown on the figure, as it is located on the opposite side. These residues form 
a crown that encircles subsite +1.  
The subsite -1 is responsible for the specificity towards sucrose and is occupied by the glucosyl unit which will be transferred 
during the reaction whereas the subsite +1 ensures a correct positioning of the acceptor and is also responsible for specificity of 
synthesis of the (α-1→4) glucan linkage. 
 
C.4.a. Structural analysis of AS: α-D-Glcp-(1→3)- L-RhapOMe [EA’] complex 
 
Of all docking solutions, the conformation of EA’ in the enzyme pocket with the most favourable 
binding energy was considered for detailed structural analysis (FIGURE 42 and SUPPLEMENTARY 
FIGURES 1B and 1C). A detailed comparison of both disaccharides bound in the enzyme pocket 
allowed to pinpoint the key amino acid side-chains in close contact with EA’ that could be 
targeted by site-directed mutagenesis to facilitate the binding of the acceptor in a catalytically 
productive position and provide a new network of interactions specific to A’. After an extensive 
review of the residues surrounding EA’, the corresponding amino acids Ile228, Ile330, Asp394 
and Arg446 were proposed for amino acid exchange. We reasoned that introduction of less 
hindered hydrophobic residues at positions 228 and 446 could bring beneficial van der Waals 
interactions with the 6-methyl group of A' and assist a better positioning of the acceptor in the 
catalytic pocket. In addition, the introduction of longer polar side chains at position 394 and 330 
were thought to be important to recover some stabilizing hydrogen bonds with the acceptor. 
(SUPPLEMENTARY FIGURES 1B and 1C).  
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FIGURE 42| Comparison of docking modes. 
(A) Maltose moiety from the crystallographic maltoheptaose (PDB: 1MW0) occupying binding subsites (-1) and (+1) of 
amylosucrase from Neisseria polysaccharea, (B) α-D-Glcp-(1→3)-α-L-RhapOMe (EA’), (C) α-D-Glcp-(1→4)-D-GlcpNAc (ED) 
in the active site of AS. The 7 amino acid residues (I228, A289, F290, I330, V331, D394 and R446) selected for mutagenesis 
are shown on the figures. Hydrogen atoms have been omitted for clarity purpose. 
The α-D-glucopyranosyl moiety (E) of EA’ at subsite -1 is more tightly bound to the enzyme than A' at subsite +1. 
Comparison of the docking modes adopted by EA’ with crystallographic maltose (α-D-Glcp-(1→4)-D-Glcp), in particular at 
subsite +1, revealed a ‘flip’ of the pyranose ring, due to the inversion in the ring chair conformation adopted by A' (1C4 vs 
4C1, respectively) as well as a ‘rotation’ of the pyranose ring due to the altered osidic linkage (α-1→3 vs α-1→4, 
respectively). As a result of these main structural differences, the network of interactions between with the wild type 
enzyme was drastically impaired, particularly at subsite +1. 
 
C.4.b. Structural analysis of AS: α-D-Glcp-(1→4)-D-GlcpNAc [ED] complex 
 
The docking mode adopted by ED (target product) in AS binding site emerged very close to that 
observed by crystallography for maltose glucosyl units at subsites -1 and +1 (FIGURE 42). As 
amylosucrase synthesizes naturally an α-(1→4) glucosidic linkage, the unique difference between 
both disaccharides resides in the N-acetyl group at C2D that replaces the hydroxyl group in D-
Glcp. Docking results indicated that to accommodate D at subsite +1, several hydrophobic 
residues (Ala289, Phe290, Ile330 and Val331) forming a pocket surrounding the N-acetyl group 
had to move away to provide enough fitting space. Thus, we foresee that substitution of these 
residues by smaller polar amino acids could not only ease the accommodation of the N-acetyl 
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group in the pocket but also provide additional and beneficial hydrogen bond interactions to 
reshape the pocket for its specific recognition (SUPPLEMENTARY FIGURES 1A and 1C). 
In summary, 7 positions of subsite +1, alleged to be not critical for sucrose binding but beneficial 
for the glucosylation of target acceptors, have been selected for mutagenesis: 228, 289, 290, 330, 
331, 394 and 446 (FIGURE 41B). Aware that the outcome of the amino acid substitution remains 
uncertain as it implies a new refolding of subsite +1, we mutated systematically the selected 
amino acids by the 19 other possible residues to create a small size library focused on subsite +1 
of amylosucrase variants.  
 
C.5. Detection of mutants able to glucosylate the target acceptors 
 
Site-directed mutagenesis was preferred to saturation mutagenesis, as each monomutant generated 
is easily identified, isolated and characterized. A library of 133 monomutants (7x19) was thus 
obtained. Mutants were tested against acceptors A' and D in microtiter format experiments 
combined to HPLC screening. Both sucrose consumption and disaccharide formation were 
determined in order to calculate the glucosylation rate (FIGURE 43).  
 
C.5.a.Target building block α- D-Glcp-(1→3)- L-RhapOMe [EA’] 
 
No glucosylated forms of A’ were detected in our analysis showing thus that wtAS did not 
recognize A' (< 5 µmol of product formed / min / genzyme). In contrast, 15 mutants displaying a 
totally novel specificity towards A' were isolated (FIGURE 43A). Comparison of HPLC and NMR 
data of the glucosylation products with those of chemically synthesized EA' 35, 44 revealed that 
position 228 is crucial for EA' enzymatic synthesis. Of the 19 corresponding mutants, 11 formed 
the desired disaccharide. Mutations at position 290 were also beneficent since 4 mutants could 
form disaccharide EA', albeit in lower yield (≤5%). Mutations at positions 289, 330, 331, 394, 
and 446, failed to improve A' glucosylation.  
 
C.5.b. Target building block α- D-Glcp-(1→4)-D-GlcpNAc [ED] 
 
In screening conditions,  D-GlcpNAc was poorly recognized by wild type AS (conversion rate ~ 
2%). However, remodelling of subsite +1 led to remarkable results. Indeed, 22 mutants catalyzed 
ED formation with a glucosylation rate comprised between 10 and 50 % for 17 mutants, and over 
50 % for 5 mutants (FIGURE 43B). Clearly, position 290 appeared strategic to improve recognition 
of D-GlcpNAc. Notably, F290D and F290K yielded disaccharide ED with glucosylation rates 
over 90%, which represents a 45 fold increase compared to that of wtAS. Mutations at positions 
228, 289, 331, and 446, also improved ED synthesis (not detailed). 
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Overall, two mutants were further characterized: I228Y yielding EA', and F290K providing ED. 
 
 
FIGURE 43| Screening of the library for their ability to synthesize the desired disaccharide: 
(A) α-D-Glc-(1→3)-L-Rhap-OMe (EA’) and (B) α-D-Glc-(1→4)-D-GlcpNAc (ED). 
Mutants were tested on both acceptors α-L-Rhap-OMe and D-GlcpNAc. Rows indicate the 7 mutated 
positions and columns represent the 20 possible amino acid mutations including the corresponding wt 
amino acid (indicated in magenta) 
 
 
C.6. Characterization of I228Y and F290K mutants 
 
Mutants I228Y and F290K were produced and purified to homogeneity to determine i) the profile 
of their acceptor reaction products and ii) their kinetic parameters. 
In the absence of A’ acceptor, I228Y did not synthesize high molecular weight amylose. Sucrose 
hydrolysis was the main reaction catalyzed and only traces of maltooligosaccharides of DP 
ranging from 3 to 5 were formed (FIGURE 44). Compared to the wild type AS, the 
transglucosylation activity onto glucose and longer maltooligosaccharides of I228Y mutant is 
clearly impaired. On the other hand, when A’ was added to the reaction mixture, we observed that 
47% of the glucosyl residues coming from sucrose were transferred onto the A’ acceptor. The 
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disaccharide of interest (EA’) was formed with a remarkable yield of 93%. Meanwhile, addition 
of A’ to the reaction mixture containing the wild type enzyme had no effect on the acceptor 
reaction profile and no trace of EA’ could be detected within the limit of detection of the 
screening conditions used. Regarding the characterization of the products formed by F290K 
mutant, we observed that addition of D’ acceptor totally suppressed maltooligosaccharide 
formation. More than 95% of the glucosyl residues were transferred onto D’, yielding 69 % of the 
disaccharide of interest ED’.  Note that in the absence of D’ acceptor, this mutant was still able to 
synthesize longer maltooligosaccharides (up to DP 20). Our assumption regarding the influence of 
the allyl aglycone in D’ on the glucosylation rate and regiospecificity of glucosaminyl acceptors 
was thus valid. 
 
 
 
FIGURE 44| Transglucosylation of (a) α-L-RhapOMe (A’) and (b) α-D-GlcpNAcOallyl (D) using  the most 
improved variants I228Y and F290K. 
 
A)   α-L-RhapOMe glucosylation and corresponding HPLC chromatogramm (with RI detection) comparing I228Y (blue) and 
wtAS (magenta). 
B)  α-D-GlcpNAcOallyl glucosylation and corresponding HPLC chromatogramm (with UVλ=220nm detection)  comparing F290K 
(blue) and wtAS (magenta). 
Intitial reaction conditions: Sucrose=Acceptor=146mM. At final time, sucrose was fully consumed. Conversion Rate= 
(Q(Acceptor)t0-Q(Acceptor)tf)/ Q(Acceptor)t0 where Q(X)= Quantity of X in moles. % Glc transferred onto acceptor derivatives = 
Q(Glucosyl units transferred onto acceptor derivatives)/ Q(Glucosyl units transferrable from initial sucrose). % 
Monoglucosylated acceptor = Q(Monoglucosylated acceptor)/ Q (acceptor derivatives). % Diglucosylated acceptor = 
Q(Diglucosylated acceptor)/ Q (acceptor derivatives). G=Glucose; F=Fructose; GF=Sucrose; DP1= Acceptor; DP2= Acceptor 
monoglucosylated; DP3= Acceptor diglucosylated. 
 
 
Kinetic measurements showed that both I228Y and F290K could not be saturated with sucrose, 
indicating thus a poor affinity for sucrose. kcat/KM values were then determined by linear 
regression both in the presence and in the absence of acceptor (SUPPLEMENTARY FIGURES 2-5 and 
TABLE 10). In the presence of sucrose alone, kcat/KM values decreased by 100 and 40 fold for 
I228Y and F290K mutants, respectively. In the presence of the acceptors (A’ for I228Y and D’ for 
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F290K), we observe, for both mutants, a formidable increase of catalytic efficiency towards both 
sucrose and the acceptor. Such an improvement can be attributed to the high specificity of each 
mutant for the EA’ and ED’ formation, respectively. The adaptation of the acceptor binding site 
to each acceptor enhanced the rate of the de-glucosylation step, which is no more the limiting step 
of the reaction. For I228Y, the gain is spectacular, but could not be calculated as the wild type 
enzyme did not catalyze at all the synthesis of EA’. In the case of F290K, a remarkable 130 fold 
increase of the efficiency of the mutant compared to wtAS was observed and the expected 
regioselectivity was achieved. 
 
TABLE 10| Determination of kinetic parameters of the improved variants I228Y and F290K compared to 
wtAS. 
 
1 Catalytic efficiency kcat/KM (GF) was determined by measurement of sucrose (GF) consumption. 
2 Catalytic efficiency kcat/KM (GF) was determined by the formation of the desired disaccharide at a constant concentration 
(250mM) of acceptor. 
3 Catalytic efficiency kcat/KM (Acc) was determined by the formation of the desired disaccharide at a constant concentration 
(250mM) of sucrose. 
4 Specific activity corresponds to the amount of micromole of desired product formed per min per g of enzyme at a 
concentration of 250 mM of both donor and acceptor. 
 
Enzymes     Kinetic parameters without acceptor     Kinetic parameters  with acceptor  
Specific activity of 
disaccharide formation4 
  kcat/KM (GF)1          kcat/KM (GF)2    kcat/KM (Acc)3    
    (mM
-1min-1)   (mM-1min-1) (mM-1min-1)   ( µmoles of product 
formed/min/g) 
wtAS  1,54  0 0  <5 
I228Y  0,017  0,080 0,085  210 
        
wtAS  1,54  0,074 0,122  287 
F290K  0,038  3,630 15,880  6690 
 
 
C.7. Structural insight on mutation effects 
 
All 7 targeted positions are located on flexible loops that connect β-strands with α-helices of the 
(β/α)8 catalytic barrel that constitutes the N. polysaccharea amylosucrase fold (SUPPLEMENTARY 
FIGURE 6), and encircling subsite +1 (FIGURE 41B). Interestingly, positions 290 and 228 are in close 
vicinity although they belong to distinct regions of the structure (C and B domains, respectively). 
Screening analysis of monomutants indicated that both positions 290 and 228 can tolerate a wide 
range of substitutions of distinct nature, and still result in an increased glucosylation rate of A’ 
and D, suggesting thereby multiple causes to the observed enhancement (FIGURE 43). Docking of 
ED and ED’ indicated a favourable binding of the disaccharide product in the active site of 
F290K mutant compared to wtAS, with a stabilization of the predicted free energy of binding by 
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up to 3 kcal/mol. However, docking of EA’ in I228Y appeared more tricky without the 
rearrangement of several residues in the vicinity of I228, including F290. This suggests that an 
exchange at either 228 or 290 position might affect the other position.  Noteworthy, position 290 
is part of a conserved region of the (β/α)8 catalytic barrel, known as region II in α-amylases, and 
thought to be involved in GH13 amylase specificity45.  On the other hand, position 228 belongs to 
domain B which is formed by the domain A extension loop 3, known to be involved in reaction 
and substrate specificity in GH13. Compared to alpha-amylases, domain B of amylosucrase is 
larger and together with domain B’, they cover the active site of the enzyme to confer the enzyme 
active site a pocket architecture unlike the large cleft displayed by hydrolases of familiy 13. As 
one of the residues forming the interface between domains B and B’ and covering up the active 
site, position 228 appears critical to confer the active site pocket topology and thus the glucosyl 
transfer specificity of wtAS. 
 
C.8. EA' as starting material for the synthesis of S. flexneri building blocks 
 
To synthesize S. flexneri oligosaccharides bearing the EA branching pattern, EA' had to be 
converted to an acceptor compatible with chain elongation at position 3A', and/or a donor allowing 
chain elongation at the reducing end. A three-step process provided EA' (2) from A’ (1) in 16% 
overall yield: (i) obtaining of 2 contaminated by fructose by column chromatography of the crude 
enzymatic glucosylation mixture, (ii) O-acetylation to give pure 3, and (iii) transesterification of 3 
(SCHEME 1). Alternately, compound 3 (17% yield from A'), was converted into building block36 10 
(SCHEME 1, data not shown). Briefly, 3 was acetolyzed into 4 (90%), then turned into bromide 5, 
which was subsequently cyclized, transesterified, and benzylated into orthoester 6 (one 
purification from 4, 74%). Regioselective opening of 6, and subsequent deacetylation provided 
the target 7 (79%). 
 
C.9. ED' as starting material for the synthesis of S. flexneri building blocks 
 
Isolation of ED' (13) was best performed following rough chromatography of the crude enzymatic 
glucosylation mixture issued from D’ (8), peracetylation into pure 11, then transesterification of 
intermediate 11 (30% from 8) (SCHEME 2). To access S. flexneri oligosaccharides bearing the ED 
branching pattern, the product of D' enzymatic glucosylation, diaccharide 10, had to be turned 
into a donor allowing chain elongation at the reducing end 15 and/or an acceptor allowing chain 
extension at position 3D' (17) (SCHEME 3). Therefore, selective N-trichloroacetylation and per-O-
acetylation of 11 gave 14 (58%), which was converted to trichloroacetimidate 15 (26%) bearing a 
participating group at position 2D as required. Alternatively, 11 was saponified into 12 (83%) 
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(SCHEME 2), which was turned into the benzylated 2D,3D-oxazolidinone 16 via 13 (34%). 
Oxazolidinone clivage and subsequent N-acetylation gave acceptor 17 (80%) bearing a free 
hydroxyl group at position 3 and a participating group at position 2. 
 
 
SCHEME 3 | Conversion of disaccharide 10 in key building blocks 15 or 17. 
a. (Cl3Ac)2O, NaOMe; b. Ac2O, Pyridine; c. cat. [Ir(COD)[PCH3(C6H5)2}2]+PF6-, THF; d. CCl3CN, DBU; e. Ba(OH)2, H2O; f. 
(i) CCl3CH2OCOCl , NaOMe, (ii) BnBr, NaH; g. 1M aq NaOH, 1,4-dioxane; Ac2O, Pyridine 
 
D. Discussion  
Surprisingly, the quite challenging design of an appropriate enzymatic glycosylation tool that 
would allow an optimal combination of the chemical and enzymatic steps involved in the 
synthesis of complex oligosaccharides has never been attempted, although it would be of major 
interest to develop new synthetic pathways. To demonstrate the efficiency of such a global 
chemo-enzymatic pathway, we concentrate our effort on the synthesis of S. flexneri O-antigen 
oligosaccharides, which are of prime interest for the synthesis of third generation vaccines against 
shigellose. We reasoned that enzymatic glucosylation could overcome the poor α/β 
stereospecificity of the chemical glucosylation process. The use of the native Leloir 
glucosyltransferases was envisioned, but rapidly found inappropriate as they are not easily 
available and involve nucleoside diphosphate monosaccharide donors13. In addition, no known 
transglucosidases are able to mimic the serotype specific Shigella regioselective glucosylation of 
complex oligosaccharide acceptors46. Consequently, we considered that the enzymatic 
glucosylation of appropriate monosaccharide acceptors could open the way to disaccharide 
building blocks compatible with chain elongation at both the reducing and non reducing ends able 
to act as donors as well as acceptors. To produce these building blocks, we turned our choice 
toward original α-transglucosidases, which naturally synthesize glucans from sucrose, a largely 
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available substrate. Then, the remaining major challenge consisted in setting up the appropriate 
transglucosidase/donor/acceptor combinations. Non-natural lightly protected acceptors, which 
may not be recognized by available native enzymes, were anticipated to be needed. This issue was 
characteristic of an a priori critical limitation. Indeed, among the wild type recombinant 
glucansucrases tested, none had yet been considered for the glucosylation of A' or D', the starting 
building blocks envisaged for the synthesis of serotype 3a and 1b pentasaccharides. Amylosucrase 
from Neisseria polysaccharea, an enzyme of glycoside-hydrolases family 13, was found to be the 
only enzyme that recognized D to synthesize ED, although with a dramatically low yield, and 
failed to recognize A’ as an acceptor39. 
At this stage and given the poor recognition of the target acceptors by wild type recombinant 
glucansucrases, a strategy of protein engineering was considered to re-design glucansucrase 
acceptor substrate specificity. Rational and combinatorial engineering has proven to be extremely 
efficient to generate biocatalysts, including carbohydrate-active enzymes, with improved 
properties and novel substrate specificities21, 22. Glycosyltransferase substrate specificity has been 
modified by site-directed mutagenesis assisted by computational modelling or directed evolution 
for the synthesis of biologically relevant structures22. Promiscuous glycosidases showing altered 
and new specificities towards donor and acceptor sugars have been generated47-50. Engineering of 
new glycosynthases from β-glycosidases also emerged as a powerful way to generate modified 
transferases which use fluoride donors51,52, 53. However, only one active glycosynthase derived 
from an α-retaining enzyme has been described up to now54, and there was yet no description of 
substrate acceptance enlargement for α-retaining transglycosidases such as glucansucrases. 
Consequently, the re-designing of such enzymes was also quite challenging. 
A fully combinatorial approach based on directed molecular evolution techniques could have been 
envisaged but it is now admitted that without any rational data, the size of the library to be 
screened for the evolution of enzyme substrate specificity is exorbitant and high throughput 
screens and selections would need to be set up. The absence of fluorescence property linked to the 
acceptor reaction of interest prevented in our case any use of elegant and powerful screening 
methods based on FACS or microfluidic devices to isolate the correct variant55,56. Thus, we opted 
for a structure-based engineering strategy relying on a combination of rational and combinatorial 
engineering approaches. N. polysaccharea amylosucrase was naturally chosen as candidate 
enzyme to apply our strategy, taking advantage of its available crystal structure44,41,42. The 
difficulty of engineering was double : modified amylosucrase had not only to keep its specificity 
toward the donor (sucrose) which binds at subsites -1 and +1 but also accept at subsite +1 the 
acceptor of interest once the glucosyl-enzyme intermediate is formed. Our computational 
modelling study enabled us to select 7 positions from the first shell of residues centred on subsite 
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+1 (FIGURE 41B). Systematic changes of these amino acids by site-directed mutagenesis rapidly 
led to a small size library of 133 variants. Notably, 50 % of these variants kept their ability to use 
sucrose. Without rescuing to high throughput screening capabilities, our reasoned strategy led to 
the identification of 43 mutants of interest, thus demonstrating the efficiency of the approach. In 
particular, two spatially neighbouring positions (228 and 290) were identified as playing a major 
role in the glucosylation of the acceptors of interest with the correct regiospecificity and a very 
high selectivity. A totally new specificity for the glucosylation of A’ was observed with mutant 
I228Y and an exceptionally high improvement (x130) of D’ glucosylation was also obtained with 
mutant F290K. To our knowledge, this is the first engineering of amylosucrase, that led to such 
improvement of non-natural acceptor glucosylation and this is also the first creation of a new 
specificity toward non-natural acceptor substrates for α-transglucosidases. 
To spare time and forsee the scale-up of the enzymatic process, a brut extract of these mutants 
was employed to synthesize the starting building blocks. They served to synthesize gram amounts 
of the selected disaccharides EA’ and ED’, which were best purified as the corresponding per-
acetylated 3 (17% from A’) and 11 (30% from D’), respectively (SUPPLEMENTARY RESULTS 1). The 
efficient transformation, 7 steps requiring 3 purifications (53% overall yield), of intermediate 3 
into the key building block 7 validates the proof of concept at best. Indeed, as a whole, this newly 
disclosed chemo-enzymatic protocol to 7 comprises 1 enzymatic step involving easily available 
low cost donor and acceptor, and 8 additional chemical steps. It compares favourably with the full 
chemical synthesis of 7 (11 steps) since the number of chemical steps is lowered and most 
importantly the limiting chemical glucosylation step36 (57%) is avoided.  Besides, having 
demonstrated that AS mutants bearing one single mutation could turn A’ into EA’, we are 
confident that additional enzyme engineering will result in improved enzymatic conversion. The 
17% conversion yield of 1 into 3 obtained so far is thus not seen as a limiting step. The 
demonstration that monomutants of the same wtAS could efficiently convert D’ into ED’ (30%) is 
an additional argument, if needed, ascertaining the potential of the concept. In support to the 
overall strategy, the chemical transformation of 11 into donor 15 (4 steps) and acceptor 17 (5 
steps) was shown feasible. This innovative chemo-enzymatic process may thus be seen as an 
alternative to that proposed thus far for the synthesis of S. flexneri 1a O-antigen fragments, which 
relies on the sophisticated prearranged-glycosides mediated intramolecular glycosylation strategy 
which was developed to ensure the correct stereochemical outcome of the glucosylation step 57. 
Well-illustrating the potential of enzyme semi-rational engineering, this is to our knowledge the 
first report on α-transglucosidase engineering resulting in both a tremendous enhancement of a 
non-natural acceptor glucosylation and a totally new specificity toward another non-natural 
acceptor. Applied to other α-retaining transglycosidases, the approach should take advantage of 
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the natural promiscuity generally encountered in these enzyme families. Besides, mutants selected 
in this study could also transfer to allyl α-L-rhamnopyranoside, 2-N-trichloroacetyl-D-
glucosamine, methyl 2-acetamido2-deoxy-α-D-glucopyranoside, methyl 2-acetamido-2-deoxy-β-
D-glucopyranoside, and allyl β-D-glucopyranoside (SUPPLEMENTARY RESULTS 2), thus offering 
additional alternatives. The concept validation disclosed herein offers new opportunities in the 
synthesis of complex oligosaccharides providing that appropriate combinations of donors, 
acceptors and transglucosidases are defined. For example, enzymes disclosed herein might be 
applicable to the synthesis of selected fragments of Streptococcus pneumoniae type 2 capsular 
polysaccharide, or Klebsiella K-antigen type K18 and K41, as well as S. flexneri 5a and 5b, which 
all bear the α-D-glucopyranosyl-(1→3)-α-L-rhamnopyranosyl moiety in their linear backbone58. 
Overall, this innovative concept is applicable to the construction of any complex glycosidic 
linkage, provided that an appropriate combination of engineered transglycosidase/donor/acceptor 
system is made available based on compatibility with chemical chain elongation. 
 
E. Methods 
E.1. Bacterial strains, plasmids and chemicals  
 
Plasmid pGST-AS, derived from the pGEX-6P-3 (GE Healthcare Biosciences) and containing the 
N. polysaccharea amylosucrase encoding gene59 was used for the construction of the AS single 
mutant library. E. coli JM109 was used as host for the plasmid library transformation, gene 
expression and large-scale production of the selected mutants. Sucrose, N-acetyl-D-glucosamine 
and glycogen were purchased from Sigma-Aldrich (Saint-Louis, MO, USA). Rhamnose was 
purchased from Carbosynth (Newbury, Berkshire, UK). Acceptor and 860, were prepared 
according to known protocols. Reference disaccharides α-D-Glcp-(1→3)-α-L-Rhap-OMe35, α-D-
Glcp-(1→3)-α-L-Rhap-OMe61 and α-D-Glcp-(1→4)-α-L-Rhap-OMe62 were previously 
synthesized at the UCB. Disaccharides α-D-Glcp-(1→4)-D-GlcpNAc and Glcp-(1→6)-D-
GlcpNAc were enzymatically synthesized and characterized at LISBP39. Ampicillin, lysozyme 
and isopropyl-β-D-thiogalactopyranoside (IPTG) were purchased from Euromedex 
(Souffelweyersheim, France), and DpnI restriction enzyme from New England Biolabs (Beverly, 
MA, USA). Oligonucleotides were synthetised by Eurogenetec (Liege, Belgium). DNA extraction 
(QIASpin) and purification (QIAQuick) columns were purchased from Qiagen (Chatsworth, CA). 
 
E.2. Molecular modelling 
Disaccharides EA' and α-D-Glcp-(1→4)-D-GlcpNAc were constructed with monosaccharides 
obtained from a database of carbohydrates three-dimensional structures. All molecular modelling 
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calculations were performed using the SYBYL 7.3 software (TRIPOS inc, Saint Louis, USA). 
The coordinates of amylosucrase were taken from the 2.0 Å resolution crystal structures of 
amylosucrase from N. polysaccharea in complex with sucrose (PDB: 1JGI) and maltoheptaose, a 
reaction product (PDB: 1MW0). All hydrogen atoms were added to the enzyme and their position 
optimized with the Tripos force field. Disaccharide EA' and both anomers of α-D-Glcp-(1→4)-D-
GlcpNAc, were subjected to a systematic grid search study of the glycosidic linkage 
conformation. Starting from minimized disaccharides, a two-dimensional systematic 
conformational search was performed by rotating the two torsion angles defining the glycosidic 
linkages, Φ and Ψ by 20°steps: Φ  = O5’-C1’-O3-C3’ and Ψ  = C1’-O3-C3’-C2’ for EA' and Φ  
= O5’-C1’-O4-C4 and Ψ  = C1’-O4-C4-C3 for α-D-Glcp-(1→4)-D-GlcpNAc. The MM3 force 
field63 implemented in SYBYL 7.3 software was used for this purpose together with the energy 
parameters appropriate for carbohydrates. The geometries were optimized at each point of the grid 
with the driver option that keeps fixed the atoms defining the torsion angles. The solvent specific 
relaxed conformational maps (data not shown) obtained for all disaccharides were then used to 
locate the different energy minima that were subsequently fully relaxed. The lowest energy 
conformations identified on the disaccharides potential energy maps were used as starting 
structures to be docked in the binding site of amylosucrase. This was performed by superimposing 
the glucosyl unit of the disaccharides at subsite -1 onto the glucosyl unit of the crystallographic 
maltoheptaose. Each of these AS:disaccharide complexes was optimized by means of the 
appropriate energy parameters. The annealing method implemented in SYBYL 7.3 software was 
used to optimize the complexes. Two shells of amino acids were considered: a 12Å shell centred 
on the binding site was taken into account for the energy calculations. A 6Å shell region closest to 
the carbohydrate was defined as the hot region to be optimized. The position of all atoms included 
in this region was optimized using Powell’s method 
 
E.3. Construction of mutant library 
 
Single mutagenesis, focused on  subsite +1 amino acids selected from ligand docking, was carried 
out with the QuickChange Site-Directed Mutagenesis Kit (Stratagene, La Jolla, CA) according to 
the manufacturer’s instructions, and using pGST-AS G537D as vector template. It was checked 
that this mutation had no impact on the native enzyme catalytic properties. The complementary 
primers listed below were used to obtain the single mutant library (TABLE 11). XXX codon 
indicates the bases which were used to obtain the replacement by the desired amino acids and are 
listed in TABLE 12.  
PCR amplification was carried out with Pfu DNA polymerase (2.5 U) for 16 cycles (95°C, 30s; 
55°C, 30s; 72°C, 12min). The DNA was digested with DpnI to eliminate methylated parental 
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template and purified using Qiaquick spin column, following manufacturer’s recommendations. 
E. coli JM109 was transformed with the plasmid and plated on LB agar supplemented with 
100µg/mL ampicillin. For each construction, two clones were isolated and their corresponding 
plasmids stored at -20°C. 17 mutants (I228A1, I228V1, I228Y1, A289D1, F290D1, F290K1, 
F290Q1, I330A1, I330D1, I330E1, I330F1, I330T1, I330W1, V331A1, V331S1, D394V1 and 
R446K1) were sequenced on the entire gene by Millegen (Labège, France) or Cogenics (Meylan, 
France) and showed no other mutations. 
 
TABLE 11 | Primers used to generate the 19 monomutants for the positions 228, 289, 290, 
330, 331, 394 and 446. 
 
Primer Name Nucleotide Sequence 
I228for 5’-ACC CTG CGC GAA XXX TTC CCC GAC CAG CA-3’ 
I228rev  5’-TG CTG GTC GGG GAA XXX TTC GCG CAG GGT-3’ 
A289for  5’-T ATG GAT GCG GTT XXX TTT ATT TGG AAA CAA AT-3’ 
A289rev  5’-AT TTG TTT CCA AAT AAA XXX AAC CGC ATC CAT A-3’ 
F290for 5’-T ATG GAT GCG GTT GCC XXX ATT TGG AAA CAA AT-3’ 
F290rev 5’-AT TTG TTT CCA AAT XXX GGC AAC CGC ATC CAT A-3’ 
I330for 5’-TC AAA TCC GAA GCC XXX GTC CAC CCC GAC CAA GT-3’ 
I330rev  5’-AC TTG GTC GGG GTG GAC GAT XXX TTC GGA TTT GA-3’ 
V331for 5’-TC AAA TCC GAA GCC ATC XXX CAC CCC GAC CAA GT-3’ 
V331rev  5’-AC TTG GTC GGG GTG XXX GAT GGC TTC GGA TTT GA-3’ 
D394for   5’-TC CGC AGC CAC GAC XXX ATC GGC TGG ACG TTT-3’ 
D394rev 5’-AAA CGT CCA GCC GAT XXX GTC GTG GCT GCG GA-3’ 
R446for  5’-ACA GGC GAC TGC XXX GTC AGT GGT ACA-3’ 
R446rev 5’-TGT ACC ACT GAC XXX GCA GTC GCC TGT-3’ 
 
TABLE 12| Sequence of  XXX codon used to replace each selected amino acids by the 19 other ones 
 
    
    
Ala Cys Asp Glu Phe Gly His Ile Lys Leu Met Asn Pro Gln Arg Ser Thr Val Trp Tyr 
for GCC TGC GAC GAG TTC GGC CAC wt AAG CTC ATG AAC CCC CAG CGC AGC ACC GTC TGG TAC 
228 
rev GGC GCA GTC CTC GAA GCC GTG wt CTT GAG CAT GTT GGG CTG GCG GCT GGT GAC CCA GTA 
for wt TGC GAC GAA TTC GGC CAC ATC AAA CTC ATG AAC CCC CAA CGC AGC ACC GTC TGG TAC 
289 
rev wt GCA GTC TTC GAA GCC GTG GAT TTT GAG CAT GTT GGG TTG GCG GCT GGT GAC CCA GTA 
for GCT TGT GAT GAA wt GGT CAT ATT AAA CTT ATG AAT CCT CAA CGT TCT ACT GTT TGG TAT 
290 
rev AGC ACA ATC TTC wt ACC ATG AAT TTT AAG CAT ATT AGG TTG ACG AGA AGT AAC CCA ATA 
for GCC TGC GAC GAA TTC GGC CAC wt AAA CTC ATG AAC CCC CAA CGT TCT ACC GTC TGG TAC 
330 
rev GGC GCA GTC TTC GAA GCC GTG wt TTT GAG CAT GTT GGG TTG ACG AGA GGT GAC CCA GTA 
for GCC TGC GAC GAA TTC GGC CAT ATC AAA CTC ATG AAC CCC CAA CGC TCC ACC wt TGG TAC 
331 
rev GGC GCA GTC TTC GAA GCC ATG GAT TTT GAG CAT GTT GGG TTG GCG GGA GGT wt CCA GTA 
for GCC TGC wt GAG TTC GGC CAC ATC AAA CTC ATG AAC CCC CAA CGC AGC ACC GTC TGG TAC 
394 
rev GGC GCA wt CTC GAA GCC GTG GAT TTT GAG CAT GTT GGG TTG GCG GCT GGT GAC CCA GTA 
for GCT TGT GAT GGT TTT GGT CAT ATT AAA CTT ATG AAT CCT CAA wt AGT ACT GTT TGG TAT 
446 
rev AGC ACA ATC ACC AAA ACC ATG AAT TTT AAG CAT ATT AGG TTG wt ACT AGT AAC CCA ATA 
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E.4. Expression of mutant library 
 
The protocol was established to enable the rapid identification of (i) clones able to glucosylate α-
L-RhaOMe (A’), and (ii) clones for which D-GlcNAcp (D) glucosylation was improved. To obtain 
larger amounts of enzymes and facilitate detection of glucosylated compounds by HPLC, the 
mutants were produced in 96-DeepWell Format plates. Storage microplates containing 
monomutants were thawed and replicated to inoculate a starter culture in 96-well microplates 
containing, in each well, 150µL LB medium supplemented with ampicillin (100 µg/mL). After 
growth for 24h at 30°C under agitation (200 rpm), plates were duplicated into 96-Deep Well 
plates containing, in each well, 1.1 mL LB medium supplemented with ampicillin (100 µg/mL) 
and IPTG (1mM) to induce GST-AS expression. Cultures were then grown for 24h at 30°C under 
agitation (200 rpm). Plates were centrifuged (20 min, 3000g, 4°C) and the supernatant was 
removed. The cell pellet was resuspended in 200µL of lysozyme (0.5 mg/mL), followed by 
freezing at -80°C for 8 to 12h. After thawing at room temperature, 100µL of sucrose and 100µL 
of acceptor (each at a final concentration of 73 mM) were added to each well. Enzymatic reaction 
was incubated at 30°C during 24h under agitation. The DeepWell plates were then centrifuged (20 
min, 3000g, 4°C) and 300µL of the supernatant was transferred to a filter micro-plate (Glass fiber 
membrane, PS, 0.25 mm pore) to be clarified. Supernatant filtration was carried out by 
centrifugation of the filter micro-plate (5 min, 2000g, 4°C) into a novel microplate for screening. 
 
E.5. Screening of mutant library 
 
Efficiency of the glucosylation reaction was evaluated by HPLC analysis of the acceptor reaction 
product synthesized when using either A' or D as acceptors using a Dionex P 680 series pump, a 
Shodex RI 101 series refractometer, a Dionex UVD 340 UV/Vis detector and an autosampler 
HTC PAL. HPLC analyses were performed using two columns: (1) a Biorad HPLC Carbohydrate 
Analysis column (HPX-87K column (300x7.8 mm)) maintained at 65°C, using ultra-pure water as 
eluent with a flow rate of 0.6 mL/min (2) a reversed phase analytical column (Synergi 
C18RPFusion, 4µm, 30x4.6 mm) kept at room temperature, with 1ml/min of ultra-pure water as 
eluent. HPX-87K column was used to determine sucrose consumption by RI detection and 
concomitant α-D-Glcp-(1→4)-D-GlcpNAc formation by UV=220nm detection. C18RPfusion column 
served to detect EA' formation.  
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E.6. Characterization of the Selected Variants: I228Y and F290K 
E.6.a. Production and Purification of  I228Y and F290K.  
 
Production and purification of AS variants  were performed as previously described59. Since pure 
GST/AS fusion protein possesses the same function and the same efficiency as pure AS, enzymes 
were purified to the GST/AS fusion protein stage (96 kDa). The enzymes were desalted by size 
exclusion chromatography using P6DG columns (GE Healthcare Biosciences) at +4°C and stored 
in elution buffer (50 mM Tris-HCl, pH 7.0, 150 mM NaCl ) at -80°C. The protein content was 
determined by micro-Bradford method, using bovine serum albumin as standard64. 
. 
E.6.b. Biochemical Characterization of I228Y and F290K.  
 
All assays were performed at 30°C in 50 mM Tris buffer, pH = 7.0. I228Y was tested on A', 
F290K on D', and wtAS on both A' and D' acceptors. 
Specific activity of the purified enzymes was determined by measuring the initial rate of released 
fructose under standard conditions (146mM sucrose). Fructose concentration was determined 
using the dinitrosalycilic acid (DNS) method65. One unit of AS variant corresponds to the amount 
of enzyme that catalyzes the production of 1µmole fructose per minute in the assay conditions. 
 
Comparison of products synthesized by wild-type and AS variants. 
 Reactions were performed in the presence of 146 mM sucrose alone or supplemented with 146 
mM acceptor. The purified wild-type or mutated GST/AS were employed at  0.5 U/mL. The 
reactions were stopped by heating at 95°C for 5 min. The final mixture was centrifuged at 
18 000g for 10 min and filtered on 0.22 µm membrane. In addition to HPLC analyses previously 
described, different carbohydrate analyses were also performed to compare the product profiles 
synthesized by wild-type and AS variants (I228Y and F290K): soluble and insoluble 
oligosaccharides produced during the reaction were identified by HPAEC using a Dionex Carbo-
Pack PA100 column at 30°C. Before analysis, the insoluble fraction was solubilized in KOH at a 
final total sugar concentration of 10 g/kg. Mobile phase (150mM NaOH) was set at 1mL/min flow 
rate with a sodium acetate gradient (going from 6 to 500 mM within 120 min). Detection was 
performed using a Dionex ED40 module with a gold working electrode and an Ag/AgCl pH 
reference. Note that A’, D’ (acceptors) and their derivatives  are not oxidable products and thus 
are not detectable by HPAEC. Sucrose, glucose, fructose, A’, D’ (acceptors) and their derivatives 
(glucosylation products) were quantified by HPLC, as previously described. 
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Determination of kinetic parameters. 
Enzyme assays were carried out in a total volume of 2 mL containing pure enzyme (0.115 mg, 
2.600 mg and 0.106 mg when using wtAS, I228Y and  F290K, respectively). Catalytic efficiency 
(kcat/KM) of wtAS and AS variants was determined with (i) sucrose alone and with (ii) both 
sucrose and acceptor A’ (or D’) as variable substrates. In the presence of sucrose alone (GF 
varying between 0 and 600 mM), kcat/KM (GF) values were determined by measurement of the 
released fructose. The fructose formation reflects the consumption of sucrose. In the presence of 
sucrose and acceptor, both catalytic efficiencies, kcat/KM (GF) and kcat/Km (A’) (or kcat/KM (D’)) 
values were determined by the formation of the desired disaccharide (called Vi(Dp2). For the 
determination of kcat/Km (GF), A’ (or D’) was held constant at 250 mM and GF was varied 
between 0 and 600 mM. For the determination of kcat/Km (A’) (or kcat/KM (D’)), GF was held 
constant at 250 mM and A’ (or D’) was varied between 0 and 250 mM. Experiments were 
performed until sucrose and A’ (or D’) solubility limits were reached 
Initial velocities were fitted to the Michaelis-Menten equation using Sigma-Plot. When saturation 
was not achieved with the mutant, efficiency was calculated by linear regression analysis of the 
velocity versus substrate concentration plot. Aliquots (200µL) were removed between 0 and 60 
min (at which time product formation was still linear with respect to time), heated at 95°C for 5 
min and centrifuged at 18 000g for 5 min. The final mixtures were filtered on a 0.22 µm 
membrane and analyzed using  HPLC material previously described.  
 
E.7. Preparative synthesis of the acceptor reaction product. 
 
In order to characterize the products of D-GlcNAcp glucosylation, a synthesis was carried out at 
the preparative scale. 10 ml mixture containing 146 mM sucrose, 146 mM D-GlcNAcp (D) and 
1.5 U/ml of purified F290K AS mutant were incubated at 30°C for 24h. Then, the reaction 
mixture was centrifuged (4800 rpm, 20 min, 4°C) to remove proteins and filtered on a 0.22 μm  
membrane. Mono- and di-glucosylated acceptor reaction products were separated by preparative 
chromatography on C18 reverse-phase chromatography column (Bischoff Chromatography). 
Ultra pure water was used as eluent at a constant flow rate of 50 mL/min. Glucosyl detection was 
carried out with a refractometer (Bischoff) and each peak was collected separately, concentrated 
and reinjected into the analytical HPLC system described above, to ascertain purity.  
Oligosaccharides issued from D' glucosylation were produced in a 100 mL batch (146 mM 
sucrose + 146 mM D'), using 4 U/mL of non-purified F290K extract (sonication supernatant), 
whereas EA' was synthesized in a 500 mL batch (146 mM sucrose + 100 mM A') using 0.25 
U/ml of non-purified I228Y extract.  
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F. Supplementary Results 
F.1. Supplementary Results 1 : Scale-up of the enzymatic processes 
EA' was synthesized in a 500 mL batch using 0.25 U/mL of non-purified I228Y extract. The low 
activity of this mutant did not allow a full consumption of sucrose and consequently, affected the 
glucosylation yield (17%). Concentration of purified I228Y activity increased significantly this 
yield (47%) (SEE C.6.) but was not adapted for the scale-up of the enzymatic process. 
Disaccharide and trisaccharide issued from D' glucosylation were produced in a 100 mL batch, 
using 4 U/mL of non-purified F290K extract (sonication supernatant). These oligosaccharides 
were obtained in the same proportions (30% of glucosylation yield for each). The use of this less 
active mutant reduced the formation of the co-product (i.e. trisaccharide) as shown in FIGURE 45 
(SEE also C.6.). 
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FIGURE 45| Glucosylation Rates of α-D-GlcpNAc-Oallyl at different times  
using 0.25, 0.5 or 1 U/mL of non-purified F290K extract. 
(A) Consumption of  α-D-GlcpNAc-Oallyl  
(B) Formation of mono-glucosylated α-D-GlcpNAc-Oallyl. 
(C) Formation di-glucosylated α-D-GlcpNAc-Oallyl. 
 
 
 
 
0
5
10
15
20
25
0 5 10 15 20 25 30
Time (h)
0
20
40
60
80
100
120
0 5 10 15 20 25 30
Time (h)
B 
[] en mM 
[] en mM [] en mM C 
Chapitre III : Conception à façon de transglucosidases pour la synthèse chimio-enzymatique d’antigènes osidiques 
 
 175
F.2. Supplementary Results 2 
F.2.a. Enzymatic glucosylation of L-Rhap and α-L-RhapOAll derivative 
The 7 mutants I228A, I228G, I228H, I228N, I228S, I228W and I228Y were tested on other 
rhamnose derivatives as potential acceptors, L-Rhap and α-L-RhapOAll, respectively,. The 
enzymatic reaction was carried out using sucrose as donor and the rhamnose derivative as 
acceptor in a 1:1 ratio (146 mM for L-Rhap, 50 mM for α-L-RhapOAll).  
Regarding the glucosylation of L-rhamnose, an α-(1→3) linkage was achieved for all mutants, 
with the exception of I228Y. All mutants, except I228W, were also able to glucosylate α-L-
RhapOAll. This is an additional demonstration of the potency of the strategy considering that the 
wild-type amylosucrase lacks this newly described specific activity (FIGURE 46)  
 
 
FIGURE 46| Glucosylation Rates obtained for  L-Rhap, α-L-Rhap-OMe and α-L-Rhap-Oall 
with formation of an α-(1-3) linkage using wild-type amylosucrase (wtAS) and its variants I228A, G, H, N, S, W, and Y. 
 
Efficiency of the glucosylation reaction was evaluated by HPLC analysis of the acceptor reaction 
products synthesized using a reversed phase analytical column (Synergi C18RPFusion, 4µm, 
30x4.6 mm) (when testing L-Rhap) and a Biorad HPLC Carbohydrate Analysis column (HPX-
87K column (300x7.8 mm)) when testing α-L-RhapOAll. 
 
F.2.b. Enzymatic glucosylation of D-GlcpNAc derivatives 
The mutant F290K as well as the wtAS were tested on other D-GlcNAc derivatives (α-D-
GlcpNAcOMe, β-D-GlcpNAc-OMe, β-D-GlcpNAcOallyl and D-GlcpNHTCA) as potential 
acceptors. The enzymatic reaction was carried out using sucrose as donor and the D-GlcpNAc 
derivative as acceptor in a 1:1 ratio (146mM ) 
The distribution of the acceptor reaction products is shown in TABLE 13. Compared to results 
obtained with wild-type amylosucrase, the variant F290K appears highly specific for the 
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glucosylation of all tested D-GlcpNAc derivatives. (>95% for α-D-GlcpNAcOMe, β-DGlcpNAc-
Oallyl and D-GlcpNHTCA and 65-70% for β-D-GlcpNAcOMe). 
 
TABLE 13| Glucosylation Rates of α-D-GlcpNAcOMe, β-D-GlcpNAcOMe, β-D-GlcpNAcOallyl and D-GlcNHTCA 
using wtAS and variant  F290K. 
  Acceptor                    Acceptor Glucosylation                              
  
D-GlcpNAc  
derivative 
Conversion 
Rate (DP1)   
% Glc transferred 
onto                
acceptor derivatives 
%  Monoglucosylated    
acceptor  (DP2) 
%  Diglucosylated     
acceptor   (DP3) 
%  Triglucosylated    
acceptor   (DP4) 
wtAS  α-D-GlcpNAc-OMe  <5%  <5% 50-55% 45-55% 0% 
F290K α-D-GlcpNAc-OMe  50-55%   >95% 50-55% 45-55% 0% 
wtAS β-D-GlcpNAc-OMe  <5%  <5% 55-60% 40-45% 0% 
F290K β-D-GlcpNAc-OMe  30-35%   65-70% 45-50% 50-55% 0% 
wtAS β-D-GlcpNAc-OAllyl  <5%  <5% 55-60% 40-45% 0% 
F290K β-D-GlcpNAc-OAllyl  50-55%   >95% 50-55% 45-50% 0% 
wtAS D-GlcpNHTCA  0%  0% 55-60% 40-45% 0% 
F290K D-GlcpNHTCA  70-75%   >95% 55-60% 30-35% 5-10% 
 
Efficiency of the glucosylation reaction was evaluated by HPLC analysis of the acceptor reaction 
product synthesized using a Biorad HPLC Carbohydrate Analysis column (HPX-87K column 
(300x7.8 mm)). Percentages of glucosylation rates were estimated on the basis of the peak areas 
as no reference was available. 
 
G. Supplementary Methods 
General methods.  
 
 
TLC were performed on precoated slides of Silica Gel 60 F254 (Merck). Detection was effected 
with UV light, and/or by charring in 5% sulfuric acid in ethanol. Preparative chromatography was 
performed by elution from columns of Silica Gel 60 (particle size 0.040-0.063 mm). Products 
were routinely analyzed by 1H and 13C NMR spectroscopy and by mass spectrometry (MS). NMR 
spectra were recorded at 25 °C (400 MHz for 1H, 100 MHz for 13C). Proton-signal assignments 
were made by first-order analysis of the spectra, as well as analysis of 2D 1H-1H correlation maps 
(COSY). The 13C NMR assignments were supported by 2D 13C-1H correlations maps (HSQC and 
HMBC). 
 
Methyl (2,3,4,6-tetra-O-acetyl-α-D-glucopyranosyl)-(1→3)-2,4-di-O-acetyl-α-L-
rhamnopyranoside (3)35. The crude mixture issued from the enzymatic glucosylation of 1 (9.1 g, 
50 mmol) by use of non-purified I228Y extract was purified by column chromatography (CH3CN-
H2O, 9:1) to give contaminated unreacted acceptor (7.7 g) as the first eluting product, followed by 
Chapitre III : Conception à façon de transglucosidases pour la synthèse chimio-enzymatique d’antigènes osidiques 
 
 177
the target disaccharide contaminated by the more polar fructose (17.5 g). Remaining sucrose was 
identified as the last eluting product. Acetic anhydride (100 mL) was added dropwise to a solution 
of the whole mixture (17.5 g) in anhydrous pyridine (100 mL) stirred at 0°C. The solution was 
stirred overnight at room temperature. TLC (Toluene-EtOAc, 6:4) showed the complete 
disappearance of the starting materials and the presence of 3 less polar products. The mixture was 
concentrated under reduced pressure, and volatiles were eliminated by repeated coevaporation 
with toluene. The residue was purified by column chromatography (Toluene-EtOAc, 7:3) to give 
3 (4.9 g, 17% from 1) as a colourless amorphous solid. Rf = 0.45 (6:4 Toluene-EtOAc); 1H NMR 
(CDCl3) δ 5.30 (dd, 1H, J3,4 = 9.4 Hz, H-3E), 5.18 (dd, 1H, J2,3 = 3.2 Hz, H-2A), 5.11 (d, 1H, H-
1E), 5.08 (dd, 1H, J3,4 = 9.8 Hz, H-4A), 5.05 (dd, 1H, J4,5 = 9.4 Hz, H-4E), 4.91 (dd, 1H, J1,2 = 3.4 
Hz, J2,3 = 10.3 Hz, H-2E), 4.61 (d, 1H, J1,2 = 1.7 Hz, H-1A), 4.15 (ddoverlaped, 1H, J5,6a = 4.3 Hz, J6a,6b 
= 12.4 Hz, H-6aE), 4.13 (ddoverlaped, 1H, J5,6bE = 2.5 Hz, H-6bE), 4.07-4.02 (m, 2H, H-5E, H-3A), 
3.72 (dq, 1H, J4,5 = 9.8 Hz, H-5A), 3.33 (s, 1H, OCH3), 2.13, 2.12, 2.06, 2.00, 1.98, 1.94 (6s, 18H, 
6Ac), 1.21 (d, 3H, J5,6 = 6.3 Hz, H-6A); 13C NMR (CDCl3) δ 170.5, 170.0, 169.9, 169.8, 169.6, 
169.3 (6C, 6C=O), 98.5 (C-1A, 1JCH = 166.5 Hz), 93.6 (C-1E, 1JCH = 174.6 Hz), 72.1 (C-3A), 71.8 
(C-4A), 69.7 (2C, C-2E, C-3E), 68.5 (C-4E), 67.9 (C-2A), 67.7 (C-5E), 66.6 (C-5A), 61.6 (C-6E), 
55.0 (OCH3), 20.9, 20.8, 20.7, 20.6, 20.5, 20.4 (6C, 6Ac), 17.5 (C-6A). HRMS (ESI+) of 
C25H36O16Na (M+Na, 615.1901) m/z 615.1861 ([M+Na]+); HRMS (ESI+) of C25H36O16NH4 
(M+NH4, 610.2347) m/z 610.2309 ([M+NH4]+).  
 
Methyl α-D-glucopyranosyl-(1→3)-α-L-rhamnopyranoside (2)35. K2CO3 (21 mg, 0.15 mmol), 
was added to peracetylated 3 (300 mg, 0.51 mmol) in methanol (5 mL) and the suspension was 
stirred at room temperature. After 24 h, the reaction mixture was filtered and volatiles were 
evaporated. The residue was purified by reverse phase chromatography to give the target 
disaccharide as a lyophilized powder (160 mg, 93%). HRMS (ESI+) of C13H24O10Na (M+Na, 
363.1267) m/z 363.1304 ([M+Na]+). NMR data were identical to that of a reference compound 
issued from chemical synthesis. 
 
Allyl α-D-glucopyranosyl-(1J4)-α-D-glucopyranosyl-(1J4)-2-acetamido-2-deoxy-α-D-
glucopyranoside (9). The crude mixture issued from the enzymatic glucosylation of 8 (3.80 g, 
14.54 mmol) was purified by silica gel column chromatography (9:1 CH3CN-H2O) to give a 
mixture of 10 and fructose (4.16 g), and the pure trisaccharide 9 (2.53 g, 4.32 mmol, 30%) 
resulting from the enzyme-mediated transfer of glucose onto 10. Compound 9 had Rf = 0.3 (9:1 
CH3CN-H2O). 1H NMR (D2O, 400 MHz) δ (ppm): 5.91 (m, 1H, CH=), 5.35-5.32 (m, 2H, H-1E, 
H-1E’), 5.29 (m, 1H, =CH2), 5.20 (m, 1H, =CH2), 4.86 (d, 1H, J1,2 = 3.5 Hz, H-1D), 4.15 (m, 1H, 
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OCH2), 4.01-3.93 (m, 2H, H-3D, OCH2), 3.92-3.85 (m, 2H, H-2D, H-3E), 3.83-3.58 (m, 12H, H-4D, 
H-5D, H-6aD, H-6bD, H-4E, H-5E, H-6aE, H-6bE, H-3F, H-5F, H-6aF, H-6bF), 3.56 (dd overlapped, 
1H, J1,2 = 4.0 Hz, J2,3 = 10.0 Hz, H-2E), 3.52 (dd overlapped, 1H, J1,2 = 3.8 Hz, J2,3 = 9.8 Hz, H-
2E’), 3.35 (pt, 1H, J3,4 = J4,5 = 9.3 Hz, H-4E), 1.97 (s, 3H, COCH3); 13C NMR (D2O, 100 MHz) δ 
(ppm): 174.5 (C=O), 133.7 (CH=), 118.1 (=CH2), 99.7 (C-1E, JC,H = 171.6 Hz), 99.9 (C-1E’, JC,H = 
172.2 Hz), 96.0 (C-1D), 77.7 (C-4D), 76.9 (C-4E), 73.4 (C-3E), 72.9 (C-3E’), 72.8 (C-5E’), 71.8, 
71.6 (2C, C-2E, C-2E’), 71.5 (C-3D), 71.3 (C-5E), 70.5 (C-5D), 69.4 (C-4E’), 68.6 (OCH2), 60.6 (3C, 
C-6D, C-6E, C-6E’), 53.5 (C2D), 21.9 (COCH3). HRMS (ESI+) of C23H39NO16Na ([M+Na]+, 
608.2167) m/z 608.2172. 
 
Allyl 2,3,4,6-tetra-O-acetyl-α-D-glucopyranosyl-(1J4)-2-acetamido-3,6-di-O-acetyl-2-deoxy-
α-D-glucopyranoside (11). Acetic anhydride (80 mL, 725 mmol) was added dropwise to a 
solution of the above mentioned disaccharide 10 in mixture with fructose (4.16 g) in anhydrous 
pyridine (80 mL). The resulting mixture was stirred at room temperature under argon. After 2 
days, TLC showed the complete disappearance of the starting materials. The mixture was 
concentrated under reduced pressure, and volatiles were eliminated by repeated coevaporation 
with toluene. The residue was purified by column chromatography (Cyclohexane-EtOAc, 6:4) to 
give 11 (2.96 g, 30% from 8) as a colourless amorphous solid. Compound 11 had Rf = 0.6 (95:5 
CH2Cl2-MeOH). 1H NMR (CDCl3, 400 MHz) δ (ppm): 5.90 (m, 1H, CH=), 5.71 (d, 1H, J = 9.7 
Hz, NH), 5.45 (d, 1H, J1-2 = 4.0 Hz, H1E), 5.35 (dd, 1H, J3,4 = 9.6 Hz, H3E), 5.34-5.23 (m, 3H, 
=CH2, H3D), 5.04 (pt, 1H, J4,5 = 9.8 Hz, H-4E), 4.85 (dd, 1H, J2,3 = 10.5 Hz, H-2E), 4.79 (d, 1H, 
J1,2 = 3.6 Hz, H-1D), 4.42 (dd, 1H, J5,6a = 2.0 Hz, J6a,6b = 12.0 Hz, H-6aD), 4.23-4.15 (m, 4H, 
OCH2, H-2D, H-6bD, H-6aE), 4.04-3.91 (m, 5H, OCH2, H-4D, H-5D, H-5E, H-6bE), 2.13, 2.08, 2.01, 
2.00, 1.98, 1.91 (7s, 21H, COCH3); 13C NMR (CDCl3, 100 MHz) δ (ppm): 171.6, 170.6, 170.5, 
170.2, 170.0, 169.4 (7C, C=O), 133.0 (CH=), 118.7 (=CH2), 96.1 (C-1D), 95.5 (C-1E), 74.1 (C-
3D), 72.4 (C-4D), 70.1 (C-2E), 69.4 (C-3E), 68.8 (OCH2), 68.4 (C-5E), 68.0 (C-5D), 67.9 (C-4E), 
62.8 (C-6D), 61.4 (C-6E), 52.2 (C-2D), 23.1, 21.0, 20.8, 20.7, 20.6, 20.5 (7C, COCH3). HRMS 
(ESI+) of C29H41NO17Na ([M+Na]+, 698.2272) m/z 698.2277. 
 
Allyl α-D-glucopyranosyl-(1J4)-2-acetamido-2-deoxy-α-D-glucopyranoside (10).  
Method a: Methanolic sodium methoxide (0.5 M solution, 8 mL, 4 mmol) was added to a stirred 
solution of 11 (2.68 g, 3.97 mmol) in anhydrous methanol (100 mL). The reaction mixture was 
stirred for 6.5 h at room temperature by which time all the starting material had been consumed 
(Rf = 0.3 in 9:1 CH3CN-H2O). Excess base was neutralized with Dowex-H+ resin, filtered, 
concentrated, and purified by silica gel chromatography, eluting with 10% H2O in CH3CN to 
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afford compound 10 as a brownish foamy solid (1.65 g, 98%); 1H NMR (D2O, 400 MHz) δ 
(ppm): 5.95 (m, 1H, CH=), 5.38 (d, 1H, J1,2 = 3.9 Hz, H-1E), 5.34 (m, 1H, =CH2), 5.25 (m, 1H, 
=CH2), 4.91 (d, 1H, J1,2 = 3.5 Hz, H-1D), 4.20 (m, 1H, OCH2), 4.02 (m overlapped, 1H, OCH2), 
4.01 (dd overlapped, 1H, J3,4 = 8.4 Hz, H-3D), 3.94 (dd, 1H, J2,3 = 10.8 Hz, H-2D), 3.89-3.67 (m, 
7H, H-4D, H-5D, H-6aD, H-6bD, H-5E, H-6aE, H-6bE), 3.66 (pt, 1H, H-3E), 3.56 (dd, 1H, J2,3 = 9.9 
Hz, H-2E), 3.40 (pt, 1H, J3,4 = J4,5 = 9.5 Hz, H-4E), 2.02 (s, 3H, COCH3); 13C NMR (D2O, 100 
MHz) δ (ppm): 174.5 (C=O), 133.7 (CH=), 118.1 (=CH2), 99.9 (C-1E), 96.0 (C-1D), 77.6 (C4D), 
72.9 (C-3E), 72.8 (C-5E), 71.8 (C-2E), 71.5 (C-3D), 70.6 (C-5D), 69.4 (C-4E), 68.6 (OCH2), 60.6 (2-
C, C-6D, C-6E), 53.5 (C-2D), 21.9 (COCH3). HRMS (ESI+) of C17H30NO11 ([M+H]+, 424.1819) 
m/z 424.1821. 
Method b: Trisaccharide 9 (2.19 g, 3.74 mmol) in solution in 110 mL of acetate buffer (pH 
4.8) was incubated with 1120 IU of amyloglucosidase from Aspergillus niger under magnetic 
stirring for 90 min at 50 °C. After freeze-drying, the products were purified by silica gel 
chromatography eluting with 9:1 CH3CN–H2O. Concentration and freeze-drying gave a 1:1.1 
mixture of disaccharide 10 and D-glucose (1.43 g, 62%) as seen by NMR. 
 
H. Supplementary Figures 
 
 
SUPPLEMENTARY FIGURE 1| Shematic diagramm of protein-ligand interactions (LigPlot) 
(A) AS- α-D-Glcp-(1→4)-D-GlcpNAc (ED) interactions 
(B) AS- α-D-Glcp-(1→3)-α-L-Rhap (EA’) interactions  
(C) AS-maltose interactions 
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SUPPLEMENTARY FIGURE 2| Comparison of Dionex 
HPAEC product profiles obtained at the end of the 
reaction (t = 24 h) with wild-type AS (magenta) and the 
variant F290K (blue) using (A) 146 mM sucrose and (B) 
using 146 mM sucrose supplemented with 146 mM acceptor 
(α-D-GlcpNAc-Oallyl).  
 
SUPPLEMENTARY FIGURE 3| Comparison of Dionex 
HPAEC product profiles obtained at the end of the 
reaction (t = 24 h) with wild-type AS (magenta) and the 
variant I228Y (blue) using (A) 146 mM sucrose and (B) 
using 146 mM sucrose supplemented with 146 mM 
acceptor (α-L-RhapOMe).  
 
SUPPLEMENTARY FIGURE 4| Comparison of kinetic 
parameters for the acceptor glucosylation catalysed  
by the variant F290K and wtAS.  
Rate of acceptor glucosylation is calculated as the desired 
disaccharide formed per min per gramm of enzyme. (a) 
varied donor, constant acceptor (250 mM); (b) varied 
donor, constant acceptor (250 mM) 
 
 
SUPPLEMENTARY FIGURE 5| Comparison of kinetic 
parameters for the acceptor glucosylation catalysed  
by the variant I228Y and wtAS.  
Rate of acceptor glucosylation is calculated as the desired 
disaccharide formed per min per gramm of enzyme. (a) 
varied donor, constant acceptor (250 mM); (b) varied 
donor, constant acceptor (250 mM) 
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SUPPLEMENTARY FIGURE 6| Overall structure of N. polysaccharea amylosucrase.  
The structure consists of 5 domains, three of which are characteristic of GH family 13 enzymes: the 
characteristic non-permutated (β/α)8-barrel folded catalytic domain A (coloured in green); domain B 
(coloured in yellow), an extension of domain A between β-strand 3 and α-helix 3; the C-terminal 
Greek key domain (coloured in brown). Beside these common features, AS structure also contains 
two unique additional domains, namely the N-terminal a-helical domain (cooured in red), and a B’-
domain between β-strand 7 and α-strand 7 of the catalytic barrel (coloured in blue)42. Sucrose is 
shown in the active site for reference. The 7 positions (228, 289, 290, 330, 331, 394 and 446) are 
coloured according to the domain they belong to.  
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La statégie semi-rationnelle adoptée pour le remodelage du sous-site (+1) de l’amylosaccharase a 
permis d'obtenir avec succès, plusieurs enzymes améliorées et de spécificité nouvelle pour la 
synthèse spécifique des motifs α-D-Glcp-(1→3)-α-L-Rhap et α-D-Glcp-(1→4)-D-GlcNAcp. Cette 
approche a démontré que l’introduction d’une seule mutation, sur une des 7 positions 
précédemment selectionnées, pouvait modifier et améliorer la spécificité de l’amylosaccharase 
vis-à-vis d’un substrat accepteur mais aussi altérer fortement l’affinité de cette enzyme vis-à-vis 
de son substrat donneur. 
Nous avons décidé de poursuivre l’exploration du sous-site +1 en générant davantage de diversité 
sur la base de ces mêmes positions. Cette exploration pourrait permettre d’établir un nouveau jeu 
d’interactions bénéfiques entre  les substrats (donneur et accepteur) et les positions mutées et créer 
ainsi de nouveaux mutants plus performants. 
Cependant, la recombinaison des 20 acides aminés possibles sur les 7 positions cibles conduirait à 
une banque de taille importante (207 variants), qui serait difficile d’explorer dans son intégralité. 
Par modélisation moléculaire, nous avons cherché, à rationaliser l’approche combinatoire de 
façon à réduire le nombre de combinaisons générées et à créer des effets synergiques entre les 
différentes positions considérées. Or, nos précédents travaux ont démontré que 228 et 290 étaient 
des positions stratégiques pour l’accommodation de nos accepteurs cibles. Ces 2 positions, ainsi 
que les positions 229, 289 et 330 se trouvent dans un environnement spatial très proche, qui nous 
est apparu, dans un premier temps, plus judicieux d’explorer. 
Dans cette troisième publication, nous mettons à profit cette ingénierie raisonnée en construisant 
et criblant 4 banques de double-mutants. Nous décrivons également la mise au point d’une 
nouvelle méthode de criblage, adaptée à la taille plus large de ces banques. 
Chapitre IV : Exploration du sous-site +1 de l’amylosaccharase pour la glucosylation d’accepteurs non-naturels  
 
190 
EXPLORATION OF AMYLOSUCRASE SEQUENCE-FUNCTION 
SPACE FOR NON-NATURAL ACCEPTOR GLUCOSYLATION 
USING A NOVEL SCREENING METHOD 
 
 
Claire Moulis1-a,b,c,Elise Champion1-a,b,c, Isabelle Andréa,b,c, Pierre Monsana,b,c,d and Magali 
Remaud-Siméona,b,c. 
 
a Université de Toulouse; INSA, UPS, INP, LISBP, 135 Avenue de Rangueil, F-31077 Toulouse, France 
b CNRS, UMR5504, F-31400 Toulouse, France 
c INRA, UMR792 Ingénierie des Systèmes Biologiques et des Procédés, F-31400 Toulouse, France 
d Institut Universitaire de France, 103 boulevard Saint-Michel, 75005 Paris 
e Unité de Chimie des Biomolécules, URA CNRS 2128, Institut Pasteur, 28 rue du Dr. Roux, 75724 Paris 
cedex 15, France  
1 These authors contributed equally to this work 
 
 
A.Summary 
 
Amylosucrase from Neisseria polysaccharea is a transglucosidase belonging to glycoside-
hydrolase family 13 that catalyses the synthesis of an amylose-like polymer from an inexpensive 
and abundant substrate, sucrose, as well as the transglucosylation of exogenous hydroxylated 
acceptors, turning this enzyme into an appealing enzymatic glucosylation tool. A semi-rational 
engineering approach was undertaken to re-design the enzyme active site (acceptor binding site) 
and adapt it to non-natural acceptor glucosylation, either methyl α-L-rhamnopyranoside or N-
acetyl-D-glucosamine, to produce two disaccharides, the methyl α-D-glucopyranosyl-(1→3)-α-L-
rhamnopyranoside and the α-D-glucopyranosyl-(1→4)-N-acetyl-D-glucosamine, which enter into 
the chemo-enzymatic synthesis of Shigella flexneri serotypes 1a, 1b, 2b, 3a, 5a, 5b and X 
lipopolysaccharides. 
About 20 000 amylosucrase variants containing either two vicinal or distant mutations at key 
positions were generated by saturation mutagenesis. These libraries were pre-screened using a 
novel colorimetric screening method based on the use of a pH indicator for the detection of 
sucrose-utilizing variants, thereby reducing by 92% the size of the libraries to be subsequently 
screened for acceptor glucosylation. Active clones (8% of the initial libraries) were screened for 
acceptor recognition, leading to the isolation of 54 variants of potential interest for the production 
of the target disaccharides. Among them, 5 double-mutants were identified to efficiently 
synthesize the methyl α-D-glucopyranosyl-(1→3)-α-L-rhamnopyranoside and 15 to produce the α-
D-glucopyranosyl-(1→4)-N-acetyl-D-glucosamine.  
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B. Introduction 
 
Amylosucrases (EC 2.4.1.4) are glucansucrases from glycoside-hydrolase (GH) family 13, which 
synthesize an insoluble α-(1,4) glucan from sucrose1-3. In addition, amylosucrases also catalyze a 
transglucosylation reaction onto exogenous hydroxylated acceptors, mostly oligoaccharides and 
glucoconjugates4-6. This so-called “acceptor” reaction occurs at the cost of native polymer 
formation and sucrose hydrolysis; the acceptor efficiency is dependent on its recognition and 
ability to compete with natural substrates. As amylosucrases use a low cost and renewable 
glucosyl donor (sucrose), these enzymes are attractive glucosylation tools for the synthesis of 
structurally-defined glucosylated molecules under mild conditions. 
Among the known amylosucrases2, 7, 8, recombinant amylosucrase from Neisseria polysaccharea 
(AS) has been the most studied. Structural analysis of AS oligosaccharide and sucrose complexes 
coupled to directed mutagenesis and kinetics data allowed to elucidate the α-retaining mechanism 
of this enzyme and identify the specific structural features involved in sucrose recognition and 
polymerase activity9-11. In addition, AS catalytic efficiency and thermal stability were improved 
by directed molecular evolution12, 13,14.  
Recently, we have undertaken a semi-rational engineering approach to re-design the AS active site 
and adapt it to non-natural acceptor glucosylation15. The tailoring of this enzyme required a 
thorough analysis of the substrate binding site and, more particularly, of the acceptor binding site 
referred as +1 subsite16. A molecular modeling study based on molecular docking experiments 
was carried out to identify residues that could be modified to potentially alter the recognition of 
non-natural acceptor. Two non-natural acceptors were targeted, namely the methyl α-L-
rhamnopyranoside (A’, α-L-RhapOMe) and the N-acetyl-D-glucosamine (D, D-GlcpNAc). The 
objective was the synthesis of two disaccharides which are not found in nature: the α-D-
glucopyranosyl-(1→3)-α-L-rhamnopyranoside (EA’, α-D-Glcp-(1→3)-α-L-RhapOMe) and the α-
D-glucopyranosyl-(1→4)-N-acetyl-D-glucosamine (ED, α-D-Glcp-(1→4)-α-D-GlcpNAc). These 
disaccharides were foreseen as useful starting building blocks that could be used in a chemo-
enzymatic pathway15, designed on purpose, to produce complex oligosaccharide haptens 
mimicking lipopolysaccharides of Shigella flexneri serotypes 1a, 1b, 2b, 3a, 5a, 5b and X17, 18. 
These haptens are indeed potential candidates for the production of a multivalent conjugate 
vaccine against the most prevalent serotypes of Shigella flexneri19, 20 , the human pathogen agent 
of bacillary dysentery, causing the leading enteric diseases. 
From the initial molecular modelling study, 7 residues of AS acceptor subsite +1 were selected15. 
A mono-mutant library (133 mutants) focused on these residues was then generated and screened.  
Notably, mutations on 5 out of the 7 targeted positions improved the acceptor recognition and 
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their glucosylation, showing that AS is tolerant to those mutations and that a recombination of the 
mutations could be proposed to enlarge the diversity at the acceptor site and further improve the 
glucosylation of the target acceptors. 
In this paper, our aim was to explore a larger sequence-function space of +1 subsite in order to 
isolate mutants better adapted to A’ and D binding and glucosylation. First of all, a colorimetric 
screening test based on the use of a pH indicator was developed and optimized to fasten the 
isolation from large libraries of active mutants that have kept the ability to use sucrose as 
substrate. A data-driven exploration of the subsite +1 sequence space was then conducted by 
generating double-mutant libraries based on vicinal or distant key positions, identified to be 
beneficial for α-L-RhapOMe (A’) and D-GlcpNAc (D) glucosylation in a previous study15.  
 
C. Results 
Engineering amylosucrase specificity to enhance the glucosylation of a poor acceptor such as the 
α-D-GlcpNAc or a naturally not-recognized molecule like the α-L-RhapOMe is a difficult task. 
Indeed, engineering of the enzyme, while affecting specificity for the acceptor, must not perturb 
its specificity towards the donor substrate (in our case sucrose). Consequently, sucrose usage is a 
pre-requisite for any variant and mutant libraries, and all enzymes will be pre-screened for their 
capability to cleave sucrose in our screening strategy, before being screened for their ability to 
glucosylate the target acceptors. 
 
C.1 Development of a colorimetric assay for detecting sucrose-utilizing variants  
 
E. coli strains derived from E. coli K12 are unable to use sucrose as substrate. This property was 
used to develop a colorimetric screening test that allows isolation of recombinant E. coli clones on 
solid medium and the determination of the ratio of active clones present in a library of variants. 
The principle is based on the fact that active amylosucrase produced by recombinant E. coli will 
cleave sucrose and release fructose. This latter can enter the glycolytic pathway to produce acids 
and induce pH changes that should be easily detected by using an appropriate pH colorimetric 
indicator. In the absence of an active glucansucrase, no acid production occurs and, thus, no 
change in the pH indicator color is observed.  
To set up this assay and validate the new pH-based screen of active amylosucrase-producing 
clones, we applied the method to a library of 133 mono mutants previously constructed15.  After 
growth in microtiter plates, the cells were broken and incubated with sucrose for 24 hours, before 
adding the BromoThymol Blue (BBT). In parallel, a duplicate plate was analyzed using the 
dinitrosalicylic assay (DNS)21 which enables the detection of the reducing power released from 
sucrose cleavage. As shown on FIGURE 47A, the color of some wells changed from blue (pH = 7.5) 
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to green (pH ~ 6-7) or yellow (pH < 6). This indicates that for some clones, an acidification of the 
medium occurred, thus revealing their ability to cleave sucrose. The slight change in color 
observed further shows that some clones produced either low levels of active AS or AS with a 
lower activity (FIGURE 47A). 50% of active clones were detected in this library. By comparison, 
only 33% of the recombinant clones were detected as active with the DNS assay (FIGURE 47B). 
Notably, all the clones detected with the DNS assay were also detected using the new colorimetric 
assay. 
 
 
BA 
wt
wt
wt
wt
wt
wt
wt
228
289
290
330
331
394
446
wt
wt
wt
wt
wt
wt
wt
228
289
290
330
331
394
446
A C D E F G H I K L M N P Q R S T V W YA C D E F G H I K L M N P Q R S T V W Y
FIGURE 47 | Colorimetric tests for detection of amylosucrase activity 
Rows indicate the 7 mutated positions and columns represent the 20 possible amino acid mutations (including the wt) 
(A):  Mutants activity detected by BBT test (yellow, strong activity, pH < 6; green, significant acivity, pH ~ 6-7; blue, no 
activity, pH > 7.5; grey,  not determined) 
(B):  Mutants activity detected by DNS test (red, strong activity, >2g/l released reduced sugar; orange, significant acivity, 0-
2g/l released reduced sugar; yellow, no activity, 0 g/l released reduced sugar; grey,  not determined) 
 
Screening using BBT colorimetric test at colony level  
BBT test was then used to develop a simple and highly sensitive staining method to detect clones 
producing active amylosucrase on solid medium. BBT pH indicator was directly introduced into 
solid LBamp medium  supplemented with sucrose, IPTG and Tris-Buffer at pH = 7.5 to maintain 
medium staining (blue color). We first optimized the BBT concentration (from 0.05 g/L to 0.5 
g/L) and found that 0.1 g/L of BBT offered the best contrast between blue and yellow colonies 
after incubation at 30°C during 48h (FIGURE 48). We first applied this protocol to freshly 
transformed cells and observed that transformation yield was much lower than that observed 
in usual conditions. In addition, colony development was also affected. Therefore, in order to 
ensure a good revival of the colonies, bacteria were first plated on a square plate containing 
LBamp agar medium supplemented with 1% glycerol on which a hydrophilic membrane 
(polyvinylidene fluoride) had been overlaid. The plates were then incubated at 37°C overnight to 
ensure colony development. The membrane was then transferred onto a second square plate 
containing LBamp agar medium supplemented with sucrose, IPTG (inductor), Tris-Buffer at pH = 
7.5 and  BBT. After 24h incubation at 30°C, the colonies were easily differentiated, picked and 
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cultured without any loss of viability. This procedure was subsequently applied to the library 
screening. 
 
FIGURE 48 | Screening of amylosucrase active clones 
on solid LB medium containing Tris-HCl 50 mM pH 7.5 + Amp 100 µg/mL  + IPTG 1 mM + Sucrose  50 g/l + BBT 0.1 g/l. 
 
 
C.2 Library construction and pre-screening of sucrose-utilizing variants 
 
As shown on  
FIGURE 49, we previously showed that positions 228 and 290 are key positions for altering AS 
selectivity towards either α-L-RhapOMe (A’) and/or D-GlcpNAc (D). However, given the spatial 
vicinity of these two sites with positions 229, 289 and 330, and the influence they might have on 
each other, we chose to construct libraries focused on all 5 positions 228, 289, 290, 330, and 331. 
 
 
FIGURE 49| Improved single-mutants obtained from previous study15 compared to wtAS 
Rows indicate the 7 mutated positions. Columns represent the 20 possible amino acid mutations (including 
the wt). (Yellow):  Improved mono-mutants for D-GlcpNAc (D) glucosylation  (Red): Improved mono-
mutants for α-L-RhapOMe (A’) glucosylation. (Orange): Improved mono-mutants for α-L-RhapOMe (A’) 
and D-GlcpNAc (D) glucosylation. (grey):  Not determined 
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To enlarge the exploration of subsite +1 sequence space, our strategy was thus to generate four 
libraries of double-mutants on adjacent or distant positions before attempting a full recombination 
involving all positions. Indeed, such double-mutants are not easily accessible from error-prone 
PCR because no polymerase is able to generate successive errors on a sequence and also because 
of the degenerescence of the genetic code. Libraries 1, 2 and 3 targeting positions 228-229, 289-
290, 330-331, respectively, were constructed by PCR using a set of degenerate primers designed 
to generate 24 possible codons for each position (FIGURE 50). Only His, Gln and Pro residues were 
not represented but we considered this choice to be a good compromise. In this way, 289 (17*17) 
possible double mutations were encoded. To ensure a good representation of all the variants, it 
was estimated that 3000 recombinant clones had to be screened for each library. The strategy 
employed for the construction of library 4, corresponding to the combination of positions 228 and 
290, was slightly different. PCR was carried out using successively two sets of primers, each of 
them encoding the 19 possible amino acids.  All possible amino acid changes are considered 
possible in this library.  
 
 
FIGURE 50| Strategy adopted for the construction of  the four double-mutant libraries 
Strategy adopted for construction of  (A)  libraries 1, 2 and 3 (B)  library 4 
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The libraries were then screened to determine both their size and the ratio of active clones using 
the pH indicator screen (TABLE 14). A total of 20 000 recombinant clones were screened. Over 
3000 recombinant clones were obtained for each library except for library 2, for which only 2000 
clones were generated. Altogether, 1716 clones were found to be able to use sucrose as a glucosyl 
donor. Depending on the library, the ratio of active clones was comprised between 2 and 29%. 
Based on the color change of BBT, 384 clones induced a strong pH change whereas 1332 were 
found to be moderatly active.  
 
TABLE 14| Number of clones and active clones obtained for the four librairies 
 
Library 1 
228-229 
Library 2 
289-290 
Library 3 
330-331 
Library 4 
228-290 
Number of clones ~ 8000 ~ 2000 ~ 3200 ~ 8000 
Number of active clones 
isolated (%) 180 (2,3%) 576 (29%) 576 (18%) 384 (4,8%) 
Number of active clones 
(yellow) 96 96 96 96 
Number of moderatly active 
clones (green) 84 480 480 288 
 
 
 
 
C.3. Isolation of improved Mutants for EA’ and ED synthesis 
 
All clones producing sucrose-utilizing variants were then picked and cultured in 96-well 
microplates. Following cell lysis, the acceptor reaction in the presence of α-L-RhapOMe (A’) or 
D-GlcpNAc (D)  was then carried out in microplate format. The acceptor reaction products were 
analyzed hy HLPC analysis at a cadence of about 10 reactions /hour. Analysis time was reduced 
to 5 min  and 7 min for detection of α-D-Glcp-(1→3)-α-L-RhapOMe (EA’) and α-D-Glcp-(1→4)-
α-D-GlcpNAc (ED) respectively. When disaccharide formation was detected, complementary 
analyses were perfomed to determine sucrose consumption and disaccharide formation with more 
accuracy to calculate the glucosylation yield. 
 
Improved Mutants for EA’ synthesis 
Of the 1716 tested mutants, 12 were able to catalyze EA’ disaccharide synthesis (TABLE 15). 
Most of them are mono-mutants (7). Some of them were identified twice (I228S, F290V) or four 
times (I228N). Five double-mutants were also detected. All of them show a mutation at position 
228; a position that was previously identified as critical for A’ recognition. Single mutation at 
positions 229 or 290 also favours A’ recognition, altough to a lesser extent. Of note, the 
glucosylation rate obtained for the four I228N mutants appears to change from 4 to 16%. This 
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variation reflects the poor reproducibility of the glucosylation assay in microtiter plates. 
Microtiter experiments combined with HPLC analysis are designed for high-throughput 
screening. Such experiments allow the detection of positive mutants but remain inappropriate to 
determine with precision glucosylation rates. Consequently, to evaluate the impact of the 
mutations on the catalytic efficiency for EA’ formation only, the positive mutants, particularly the 
double-mutants I228C-F229L and I228V-F229Y, will have to be produced in larger scale, 
purified and further characterized.  
 
 
TABLE 15| Improved mutants for EA’ synthesis 
Mutants Library   number
Single–Mutant (SM)/ 
Double-Mutant (DM) 
Amino acid 
Mutation(s)       
Mutation(s)         
(codon) 
Glusosylation Yield  
to synthesize EA' 
wtAS     0% 
DM1_P2_F1 1 SM I228N AAC 16% 
DM1_P1_D11 1 DM I228C   F229L TGC  CTC 11% 
DM1_P1_H3 1 DM I228V   F229Y GTG  TAC 11% 
DM1_P2_G5 1 SM I228N AAC 10% 
DM4_P1_D1 4 SM I228H CAC 7% 
DM4_P1_H10 4 SM F290V GTT 5% 
DM1_P2_F8 1 SM I228S AGC    4% 
DM4_P1_C11 4 SM I228A GCC 4% 
DM4_P1_D8 4 SM I228S AAC 4% 
DM4_P1_H9 4 SM I228N AAC 4% 
DM4_P3_D8 4 DM I228A   F290L GCC  CTT 4% 
DM4_P3_E4 4 DM I228L   F290C CTC  TGT 4% 
DM4_P3_F10 4 SM F290V GTT 4% 
DM1_P1_E2 1 SM I228M ATG 3% 
DM1_P1_E7 1 SM F229N AAC 3% 
DM4_P1_G4 4 SM I228N AAC 3% 
DM4_P3_F7 4 DM I228P   F290C CCC  TGT 3% 
 
 
Improved Mutants for ED synthesis 
Of the active mutants isolated from libraries 1 to 4, 25 were able to catalyze ED disaccharide 
synthesis with a glucosylation rate higher than 10% (TABLE 16). Most of them are double-
mutants (15) or new single-mutants (4: F290R, F229L, F229M and F229V). 18 mutants were 
also detected in library 2, but not sequenced ( 
TABLE 17). These mutants will now be produced on larger scale for comparison and selection 
of the best one.  
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TABLE 16| Improved mutants for ED synthesis (Libraries 1 and 4) 
Mutants Library   number 
Single–Mutant (SM)   
Double-Mutant (DM) 
Amino acid 
Mutation(s)          
Mutation(s)         
(codon) 
Glusosylation 
Yield to 
synthesize ED 
wtAS     2% 
DM4_P1_G7 4 DM I228V   F290V GTC   GTT 100% 
DM4_P1_H10 4 SM    F290V GTT 100% 
DM4_P1_H11 4 SM    F290R CGT 100% 
DM4_P1_C7 4 DM I228V   F290K GTC   AAA 89% 
DM4_P1_C1 4 DM I228A   F290H GCC CAT 88% 
DM1_P1_C1 1 SM F229V GTG 88% 
DM1_P1_C12 1 SM F229M ATG 79% 
DM1_P1_D11 1 DM I228C   F229L TGC   CTC 78% 
DM4_P3_B8 4 DM I228T   F290K ACC   AAA 72% 
DM4_P1_C10 4 DM I228V   F290H GTC   CAT 61% 
DM4_P1_A6 4 DM I228T   F290H ACC   CAT 56% 
DM1_P2_F7 1 DM I228V    F229L GTG   TTG 56% 
DM4_P2_A2 4 SM F290L CTT 55% 
DM4_P2_H10 4 SM F290G GGT 53% 
DM4_P2_C2 4 DM I228K   F290W AAG   TGG 50% 
DM1_P2_C8 1 SM F229L CTC 49% 
DM4_P2_B10 4 DM I228V   F290V GTC   GTT 47% 
DM4_P2_G4 4 DM I228K   F290L AAG   CTT 47% 
DM4_P3_C8 4 SM F290H CAT 46% 
DM4_P2_H4 4 SM F290K AAA 42% 
DM4_P2_D12 4 SM F290K AAA 41% 
DM1_P1_H2 1 DM I228L   F229L TTG   CTC 35% 
DM1_P2_F2 1 DM I228V   F229M GTG   ATG 29% 
DM1_P2_C3 1 DM I228M   F229M ATG   ATG 28% 
DM4_P3_G9 4 DM I228V   F290R GTC   CGT 25% 
DM4_P3_F7 4 DM I228P   F290C CCC   TGT 22% 
DM4_P2_G9 4 SM F290L CTT 20% 
DM4_P4_B12 4 SM F290I ATT 16% 
 
 
TABLE 17| Improved and not sequenced mutants for ED synthesis (Library 2) 
Mutants Library      number 
Glusosylation Rate 
to synthesize ED 
DM2_P1_A2 2 84% 
DM2_P1_H10 2 59% 
DM2_P1_E12 2 47% 
DM2_P1_E7 2 44% 
 DM2_P1_B6 2 34% 
DM2_P2_H12 2 34% 
DM2_P1_D12 2 32% 
DM2_P1_C12 2 30% 
DM2_P3_H7 2 28% 
DM2_P3_C12 2 26% 
DM2_P4_A3 2 26% 
DM2_P2_A2 2 20% 
DM2_P1_C11 2 20% 
DM2_P2_B12 2 19% 
DM2_P3_F5 2 17% 
DM2_P3_G1 2 16% 
DM2_P1_D8 2 15% 
DM2_P2_H11 2 13% 
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D. Discussion 
In a previous work, we used targeted randomization at the +1 acceptor binding site of 
amylosucrase to successfully modify the enzyme specifity towards two acceptors, α-L-RhapOMe 
(A’) and D-GlcpNAc (D). Guided by a molecular modelling study, a first library of single-mutants 
was generated and several improved variants were isolated. In the current study, our goal was to 
attempt the generation of further improved variants displaying a better efficiency towards the 
formation of the disaccharide of interest. In particular, we focused our efforts on the construction 
of double-mutant libraries, involving the single mutation positions identified to be beneficial for 
the recognition of α-L-RhapOMe (A’) or D-GlcpNAc (D). Although the choice of the mutation 
positions  was rationally driven, the possibility for amino acid changes was broad and large 
libraries had to be created and screened to select variants able to use sucrose as glucosyl donor 
and to glucosylate the molecule of interest (A’ or D). As sucrose usage remains a pre-requisite, 
the libraries were first screened to identify clones able to use sucrose substrate. For this purpose a 
screen was developed. This test was preferred to the selection method that was previously12 
reported. This latter consisted in growing recombinant clones on solid mineral medium containing 
sucrose as the sole carbon source. Due to the fact that E. coli strains do not use sucrose as 
substrate, only the clones producing active AS were able to grow. However, using this method, it 
would not have been possible to estimate the ratio of active recombinants. In addition, 5 days of 
culture at 30°C would have been necessary to obtain sufficient cell growth. The new test 
developed in this work is far more rapid. Only two days were required to isolate positive clones 
on colony levels. In addition, it allowed a better analysis of the library in terms of size and 
proportion of active/inactive clones. When implemented in microtiter plates, the method was 
shown to be much more sensitive than the DNS assay previously described. In addition, this test 
could be applied to the library screening of all types of sucrose utilizing enzymes. Application of 
the BBT screen enabled to reduce the size of the library by 92% and thus significantly limit the 
size of the library to be screened for acceptor recognition. The results obtained further show that 
double mutations may often lead to inactive mutants. Sequencing of inactive clones combined to 
analysis of their structural models would be at this stage very informative to improve the rational 
construction of mutants.  
 
The HPLC screening enabled us to isolate 11 clones that were able to recognize α-L-RhapOMe. 
These variants show a totally new specificity. Among them, 4 had previously been identified in 
our previous work15. Notably, the strategy developed, here, did not permit to isolate I228G, 
I228W and I228Y single-mutants which were previously generated by site-directed mutagenesis.  
This may reflect either a bias in the library construction or be due to the very low activity of these 
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single-mutants when assayed in the presence of sucrose alone without acceptor (TABLE 18). To 
avoid this problem, the acceptor could be added to sucrose during the BBT test, what could 
further increase the sensitivity of this test. In addition, only 4 double-mutants were isolated, some 
of them being equivalent to the mono-mutants previously isolated. They will have now to be 
further characterized to determine whether or not they are more efficient and show an interest 
compared to the isolated improved single-mutants.  
 
TABLE 18| Sucrose activity of the most improved mono-mutants for EA’ synthesis 
  
Sucrose activity  
(U/mL) 
% of activity in 
comparison with  wtAS 
Glusosylation Rate to 
synthesize EA'15 (%) 
wtAS 2.7 100 0 
I228A 2.56 94 11 
I228N 0.57 21 14 
I228H 0.38 14 18 
I228S 0.35 13 9 
I228Y 0.18 7 23 
I228W 0.08 3 17 
I228G 0.01 0.4 11 
 
 
Regarding D-GlcpNAc glucosylation, we have been able to isolate 25 improved mutants and 15 of 
them are double-mutants. This clearly indicates that libraries were well constructed. Notably, 
most of the double-mutants combine 228 and 290 positions and recurrent mutations (F290C, G, 
H, K, L, H and V) previously identified as the most beneficial. The characterization of these 
mutants is now under progress to determine their degree of improvement in terms of catalytic 
efficiency and ability to produce the disaccharide of interest without producing additional 
products of glucosylation.   
In conclusion, a new efficient screening method has been developped to analyze libraries of 
sucrose-utilizing enzymes and isolate active mutants. Applied to the screening of more than 
20 000 mutants, it enabled the isolation of 54 variants of potential interest for the production of 
the disaccharides of interest for the chemo-enzymatic synthesis of Shigella flexneri antigenic 
oligogosaccharides. These variants will now be further characterized. This test will also be 
applied to screen libraries of larger size obtained by full recombination of the identified positions. 
In addition, the set of data acquired in this work is large. Crystallographic and molecular 
modelling studies will be carried out to better understand the effect of mutation(s) on the three-
dimensional structure of amylosucrase and its catalytic properties as well as to better characterize 
the structural features involved in the recognition of the non-natural acceptors and provide a 
molecular interpretation of the mutants properties. Our aim is to make use of this information to 
develop novel computational methodologies enabling a virtual search of the sequence space.   
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 E. Methods 
E.1. Plasmids, bacterial strains and chemicals 
 
Plasmid pGST-AS, derived from the pGEX-6P-3 (GE Healthcare Biosciences) and containing the 
N. polysaccharea amylosucrase encoding gene2 was used for the construction of the AS double-
mutant libraries. Fusion DNA-polymerase was purchased from Finnzymes (Espoo, Finland), and 
DpnI restriction enzyme from New England Biolabs (Beverly, MA, USA). Oligonucleotides were 
synthetised by Eurogenetec (Liege, Belgium). DNA extraction (QIASpin) and purification 
(QIAQuick) columns were purchased from Qiagen (Chatsworth, CA). E. coli TOP 10 
electrocompetent cells (Invitrogen, Carlsbad, USA) were used as host for the plasmid library 
transformation and gene expression. DNA sequencing was performed by Cogenics (Meylan, 
France). All positive clones for A’ and D glucosylation were sequenced on the mutated region 
(~600 bp) using the primer pGEX_int: CCAACGAACACGAATGGGC. 
Ampicillin (Amp), lysozyme, and isopropyl-β-D-thiogalactopyranoside (IPTG) were purchased 
from Euromedex (Souffelweyersheim, France); Bromothymol Blue sodium salt, sucrose and N-
acetyl-D-glucosamine (D-GlcpNAc) from Sigma-Aldrich (Saint-Louis, MO, USA). Reference 
disaccharides α-D-Glcp-(1→3)-α-L-Rhap-OMe22 and α-D-Glcp-(1→4)-α-L-Rhap-OMe23 were 
available in the UCB (L. Mulard). Reference disaccharides α-D-Glcp-(1→4)-D-GlcpNAc and 
Glcp-(1→6)-D-GlcpNAc were enzymatically synthesized and characterized at LISBP24. 
 
E.2. Construction of libraries containing two vicinal mutations (libraries 1-3) 
 
Site-saturation mutagenesis, focused on the vicinal positions (I228-F229, A289-F290, I330-V331) 
of AS +1 acceptor subsite was carried out using pGST-AS G537D as vector template. It was 
checked that this mutation had no impact on the native enzyme catalytic properties  
We designed three partial overlapping primer pairs surrounding double codons. Each of these 
codons was replaced in the primers with degenerate DNS or DNW sequence, where D=A,G or T; 
N= A,C, G or T; S= C or G and W=A or T (TABLE 19). Such degenerate primers were designed to 
generate 24 codons encoding 17 amino acids (all except His (H),Gln (Q) and Pro (P))  
 
TABLE 19| Degenerate primers used for the construction of  librairies (I228-F229, A289-F290, I330-V331) 
Primer Name Nucleotide Sequence 
228-229 for 5’-CTG CGC GAA DNS DNS CCC GAC CAG CAC CCG GGC G-3’ 
228-229 rev 5’-CTG GTC GGG SND SND TTC GCG CAG GGT GCG GTC G-3’ 
289-290 for  5’-GCG GTT DNS DNW ATT  TGG AAA CAA ATG GGG ACA AGC TGC G-3’ 
289-290 rev  5’-CCA AAT WND SND AAC CGC ATC CAT ACG CAG GAT GTC AAC GCC-3’ 
330-31 for 5’-TCC GAA GCC DNS DNS  CAC CCC GAC CAA GTC GTC C-3’ 
330-31 rev 5’- GGG GTG SND SND GGC TTC GGA TTT GAA GAA CAC GGC-3’ 
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PCR amplification was carried out on the whole plasmid with Phusion DNA-polymerase (1 U) for 
30 cycles (98°C, 10s; 75°C, 20s; 57°C,15s; 72°C, 5min). The DNA was digested with DpnI  to 
eliminate methylated parental template and purified using Qiaquick spin column, following 
manufacturer’s recommendations. E. coli TOP10 was transformed by electroporation with 4µL of 
each plasmid library using standard procedures. 
 
E.3. Construction of library containing two distant mutations (library 4) 
 
pGST-AS G537D was also used as vector template for library (I228-F290) construction. First, for 
each targeted position, we pooled, the 2*19 complementary primers previously constructed by 
site-directed mutagenesis15 in equimolar ratio, and formed thus two pairs of degenerate primers, 
for positions 228 and 290, respectively. Then, we proceeded following two PCR amplification 
steps using the same PCR method, DNA treatment and cell transformation as described above. 
The first step consisted in generating individually two mono-mutants librairies by saturation 
mutagenesis. After plasmid library extraction, a second PCR step was carried out to introduce the 
second mutation.  
 
E.4. Development of the BBT test in liquid medium  
 
Mono-mutant library was cultured in 96-well microplates as previously described25. After thawing 
at room temperature, 80µL of the lysed cells were transferred into a new microtiter plate. 
Enzymatic reaction was carried out by adding 80 µL of sucrose to a final concentration of 146 
mM followed by incubation at 30°C for 24h.  
BromoThymol Blue (BBT) test: Medium acidification due to acid production consecutive to 
fructose release by action of active amylosucrase onto sucrose was determined by adding 100µL 
of the reaction mixture to 10µL BBT solution (0.25% (g/v) dissolved in 1% ethanol) in a 
polystyrene plate. Absorbance was measured at 620 nm with the sunrise microplate reader.  
The fructose production was also followed by DNS assay21 for comparison. A volume of 100µL 
of reaction mixture was added to 100µL of dinitrosalicylic acid (DNS) reagent in a propylene 
plate, incubating at 95°C for 10 minutes. 100µL of this mixture and 100µL H2O were transferred 
in a polystyrene microtiter plate. Absorbance at 540 nm was measured. 
For Iodine staining assay26, amylose formation was detected by adding 10µL of iodine solution 
(100 mM KI, 6mM I2, 0.02 M HCl) to 50µL of the reaction mixture. Absorbance was measured at 
550 nm, the iodine forming a blue complex with the helical form of amylose. 
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E.5. Development of the BBT test at colony level  
 
On day 1, librairies were transformed into electrocompetent E. coli TOP10 and plated on 
membranes (Durapore® membrane filters, 022µm GV- Millipore, Ireland) which were previously 
soaked in physiological water and placed onto 22 cm square plates (Corning, USA) containing 
200 mL solid LB agar, 1% glycerol and 100 µg/mL ampicillin.  
On day 2, after overnight growth at 37°C (~16h), each membrane was transferred on a 22 cm 
square plate containing inducing medium (200 mL solid LB agar + 1 mM IPTG, 100 µg/mL 
ampicillin) supplemented with 50 g/L sucrose and stained in blue by adding 50 mM Tris-HCl 
pH=7,5 and 0,1 g/l pH indicator BromoThymol Blue (BBT, dissolved in 1% ethanol). The plates 
were incubated overnight (24h) at 30°C.  
On day 3, active clones (green and yellow) were isolated in microplates containing 200 µL LB 
medium, 12% glycerol and 100 µg/mL ampicillin. After 24h of growth at 30°C, they were stored 
at -20°C and -80°C. Inactive clones (blue) were scraped, cultivated and stored in the same 
conditions. 
 
E.6. HPLC screening of variants able to glucosylate α-L-RhaOMe and D-GlcNAcp 
 
The protocol, as previously described15 , was used to enable the rapid identification of (i) clones 
able to glucosylate α-L-RhaOMe (A’), and (ii) clones for which D-GlcNAcp (D) glucosylation 
was improved. To obtain larger amounts of enzymes and facilitate detection of glucosylated 
compounds by HPLC, mutants were produced in 96-DeepWell Format plates (Abgene, UK). 
Storage microplates containing mono-mutants were thawed and replicated to inoculate a starter 
culture in 96-well microplates containing, in each well, 150µL LB medium supplemented with 
ampicillin (100µg/mL). After growth for 24h at 30°C under agitation (200 rpm), plates were 
duplicated into 96-Deep Well plates containing, in each well, 1.1 mL LB medium supplemented 
with ampicillin (200µg/mL) and IPTG (1mM) to induce GST-AS expression. Cultures were then 
grown for 24h at 30°C under agitation (200 rpm). Plates were centrifuged (20 min, 3700g, 4°C) 
and the supernatant was removed. The cell pellet was resuspended in 200µL of lysozyme (0.5 
mg/mL), followed by freezing at -80°C for 8 to 12h. After thawing at room temperature, 100µL of 
sucrose and 100µL of acceptor (each at a final concentration of 73 mM) were added to each well. 
Enzymatic reaction was incubated at 30°C during 24h under agitation. The DeepWell plates were 
then centrifuged (20 min, 3700g, 4°C) and 300µL of the supernatant was transferred to a filter 
micro-plate (Glass fiber membrane, PS, 0.25 mm pore- Corning, USA) to be clarified. 
Supernatant filtration was carried out by centrifugation of the filter micro-plate (5 min, 2000g, 
4°C) into a novel microplate for HPLC screening. 
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Acceptor reaction products were analyzed by HPLC analysis using two reversed phase analytical 
columns: (1) a monolithic C18 column (ONYX, 125x4 mm, 3µm ) maintained at 30°C and eluted 
with ultra-pure water at 2 mL/min to detect EA’ formation (analysis time: 5min vs. 20 min) (2) a 
C18-AQ column (Bischoff C18, 125x4 mm, 3µm) kept at room temperature and eluted with 0.6 
mL/min of ultra-pure water to detect ED formation (analysis time: 7 min vs. 20 min) 
To evaluate the efficiency of the glucosylation reaction, we carried out complementary HPLC 
analyses with a Biorad HPLC Carbohydrate Analysis column. This HPX-87K column 
(maintained at 65°C, and eluted at a flow rate of 0.6 mL/min with ultra-pure water). By this way, 
it was possible to measure sucrose consumption by RI detection and determine mutant ability to 
synthesize the desired disaccharide EA’ (or ED) (ie. % Glc transferred onto acceptor derivatives = 
Q(Glucosyl units transferred onto A’ (or D))/ Q(Glucosyl units transferred from initial sucrose) 
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Avant de conclure, nous souhaitons brièvement rappeler les motivations et les objectifs de notre 
étude. 
 
Ces travaux de thèse ont été proposés dans le cadre d’un projet ambitieux, soutenu par l’ANR 
visant à développer de nouvelles voies de synthèse chimio-enzymatique de vaccins contre certains 
sérotypes de Shigella flexneri, responsables du décès de milliers de personnes chaque année. 
Récemment, la synthèse par voie chimique d’haptènes oligosaccharidiques mimant les motifs 
antigéniques du lipopolysaccharide de Shigella flexneri sérotype 2a a permis d’élaborer un 
glycoconjuqué à potentiel vaccinal prometteur. Cette approche vaccinale pourrait en principe être 
étendue à d’autres sérotypes prévalents tels que les sérotypes 1b et 3a. Cependant, pour ces 
sérotypes, le procédé de synthèse implique l’introduction d’une étape de glucosylation de résidus 
N-acétyl-D-glucosamine (1b) et L-rhamnose (3a), qui est problématique et difficile à réaliser par 
voie chimique. Nous avons donc envisagé de simplifier le schéma de synthèse chimique en 
intégrant, en début de synthèse, une étape de glucosylation enzymatique. Evidemment, cela 
suppose de disposer d’enzymes capables de glucosyler efficacement et spécifiquement les deux 
résidus cibles porteurs de groupes protecteurs compatibles avec la poursuite de la synthèse. Or, 
l’existence d’enzymes parfaitement adaptées à cette fonction est peu probable car les produits de 
glucosylation recherchés n’ont pas été observés, à ce jour, à l’état naturel. 
 
Dans ce contexte, notre étude a donc eu pour ambition d’exploiter les outils d’ingénierie 
enzymatique afin de concevoir des transglucosidases spécifiquement adaptées à la 
glucosylation d’accepteurs qui naturellement ne sont pas (ou très peu) reconnus. 
 
L’approche que nous avons adoptée s’est décomposée en deux étapes : 
 
• Evaluer le potentiel de quatre glucane-saccharases, spécifiques de la synthèse de 
liaisons osidiques distinctes à glucosyler les accepteurs cibles et caractériser les produits 
les plus abondants résultant de la glucosylation de l’accepteur. 
• Mettre en œuvre une stratégie raisonnée d’ingénierie, associant ingénieries 
rationnelle et combinatoire, pour un remodelage de l’amylosaccharase de Neisseria 
polysaccharea adapté aux accepteurs cibles.  
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Nous proposons à présent de dresser le bilan des différents résultats obtenus et de dégager pour 
chacun des points abordés les perspectives de cette étude. 
 
1- Glucosylation des accepteurs cibles par les glucane-saccharases de type sauvage : 
 
En testant quatre glucane-saccharases de spécificité différente sur les deux types d’accepteurs 
cibles, nous avons pu caractériser et/ou isoler six nouveaux produits de glucosylation : l’ α-D-
glucopyranosyl-(1→6)-N-acétyl-D-glucosamine, l’ α-D-glucopyranosyl-(1→4)-N-acétyl-D-
glucosamine, l’ α-D-glucopyranosyl-(1→1)-β-L-rhamnopyranoside, l’α-D-glucopyranosyl-(1→4)-
α-D-glucopyranosyl-(1→1)-β-L-rhamnopyranoside, le methyl α-D-glucopyranosyl-(1→4)-α-L-
rhamnopyranoside et le methyl α-D-glucopyranosyl-(1→3)-α-L-rhamnopyranoside.  
Quatre des cinq motifs disaccharidiques synthétisés interviennent dans la composition de 
polysaccharides bactériens, justifiant l’intérêt accordé à ces enzymes pour la synthèse de motifs 
osidiques antigéniques. Notamment, soulignons qu’un taux de glucosylation de 61% a été obtenu 
pour la synthèse de l’ α-D-glucopyranosyl-(1→6)-N-acétyl-D-glucosamine, qui compose, en 
partie, l’antigène polyosidique de Shigella flexneri sérotype 4a et 4b.  
Ces travaux préliminaires ont permis d’élargir la liste des accepteurs reconnus par les glucane-
saccharases. Ils ont également montré les limites pressenties d’utilisation des enzymes sauvages 
qui n’allient pas efficacité de glucosylation et régiospécificité désirée. Une stratégie de 
remodelage du site actif de l’amylosaccharase de Neisseria polysaccharea a été mise en place 
pour favoriser les réactions de glucosylation ciblées. 
 
2- Ingénierie semi-rationnelle de l’amylosaccharase de Neisseria polysaccharea 
 
Notre approche a fait intervenir des méthodes d’analyse des interactions AS-Substrat afin 
d’identifier les acides aminés impliqués dans la reconnaissance spécifique des accepteurs (sous-
site +1). Ces travaux de modélisation moléculaire ont été effectués sur les 2 motifs glucidiques 
ciblés : α-D-Glcp-(1→3)-α-L-Rhap (sérotype 3a) et α-D-Glcp-(1→4)-D-GlcNAcp (sérotype 1b). 
Sept positions clés (228, 289, 290, 330, 331, 394 et 446) du sous-site de fixation de l’accepteur 
ont été choisies comme cibles. Elles ont été individuellement et intégralement explorées en 
remplaçant les 7 résidus sélectionnés par les 19 autres acides aminés possibles. Une banque de 
133 mono-mutants a ainsi été construite par mutagénèse dirigée. Le criblage de cette banque sur 
les accepteurs cibles a conduit à l’identification de 43 mono-mutants d’intérêt. Les positions 228 
et 290 se sont révélées être des positions particulièrement stratégiques pour l’accommodation de l’ 
α-methyl L-rhamnose et de la N-acétyl-D-glucosamine respectivement, avec les spécificités 
ciblées : 9 variants (mutés en position 228) ont permis de créer une nouvelle spécificité vis-à-vis 
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du premier accepteur et 5 variants (mutés en position 290) glucosylent le deuxième accepteur avec 
des taux supérieurs à 50% (vs. 2% pour l’amylosaccharase sauvage).  
Ces travaux font la démonstration du potentiel de la stratégie d’ingénierie semi-rationnelle 
adoptée et décrivent des changements de spécificité spectaculaires qui n’ont jamais été 
rapportés auparavant pour ce type de transglucosidases. Depuis la résolution récente des 
structures de GTF-A et GTF-180, une démarche similaire peut être désormais envisagée pour les 
glucane-saccharases de la famille GH70. 
D’autre part, la banque composée de 66 nouvelles transglucosidases fonctionnelles et modifiées 
au niveau du site de reconnaissance de l’accepteur pourra maintenant être exploitée pour la 
glucosylation d’autres molécules d’intérêt. 
 
3- Caractérisation des deux mutants améliorés I228Y et F290K 
 
Nous avons choisi d’analyser plus finement les propriétés catalytiques des mono-mutants les plus 
améliorés, I228Y et F290K, pour la glucosylation des 2 accepteurs cibles : l’ α-methyl L-
rhamnose et l’ α-allyl N-acétyl-D-glucosamine, respectivement. Ces mutants ont été produits à 
plus large échelle (de l’ordre du litre), purifiés et caractérisés en présence de saccharose et des 
accepteurs cibles.  
• Le mutant I228Y ne présente pas d’activité polymérase en présence de 
saccharose. En outre, il est capable de glucosyler l’α-methyl L-rhamnose et ses dérivés 
(47%). L’efficacité de ce mutant en présence du α-methyl L-rhamnose est 
exceptionnelle mais n’a pu être déterminée puisque l’enzyme sauvage ne reconnaît 
pas cet accepteur.  
• Le mutant F290K conserve une activité polymérase en présence de saccharose 
mais la perd au détriment de la glucosylation de l’ α-allyl N-acétyl-D-glucosamine et 
de ses dérivés. L’efficacité catalytique du mutant F290K en présence de cet 
accepteur a été améliorée de façon spectaculaire (facteur 130) en comparaison avec 
la forme sauvage de l’amylosaccharase. 
 
Des études complémentaires d’analyse structurale (cristallographie des mutants en complexe avec 
les disaccharides d’intérêt, simulations de dynamique moléculaire ou techniques de RMN de type 
STD (Saturation Transfert Difference)) pourront être menées afin de mettre en évidence les 
modifications conformationnelles induites par l’introduction de ces mutations au niveau du 
sous-site +1. Elles permettraient de mieux comprendre l’affinité accrue de ces mono-mutants 
envers les accepteurs cibles. Ces expériences pourraient également guider la recherche vers 
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d’autres cibles de mutagenèse au niveau du sous-site +1 mais aussi du sous-site +2 de l’ASNP 
pour éviter la formation de trisaccharide. 
 
4- Production des disaccharides cibles par les 2 mutants améliorés : I228Y et F290K 
 
Ces deux mutants ont été utilisés, sous forme d’extraits cellulaires, pour produire à plus grande 
échelle les deux disaccharides cibles et les fournir à l’Unité de Chimie des Biomolécules de 
l'Institut Pasteur. L’obtention de plusieurs grammes de produits a ainsi permis de valider 
l’approche enzymatique.  
Ces disaccharides ont, ensuite, été convertis, par voie chimique, en intermédiaires de synthèse 
pour poursuivre l’élongation du motif. La voie chimio-enzymatique a permis, non seulement de 
contourner l’étape chimique de glucosylation mais aussi de substituer les substrats chimiques 
onéreux (comme le tétra benzyl-D-glucose) par le saccharose, substrat abondant et peu coûteux. 
Dans le cas du sérotype 3a, elle offre aussi l’avantage de simplifier les étapes de la chimie et leur 
nombre (de 9 à 7). 
Cette phase a, en définitive, permis de valider le concept d’une démarche doublement 
innovante pour la synthèse d’oligosides complexes, qui a mis à profit les outils d’ingénierie 
enzymatique, pour concevoir de nouveaux biocatalyseurs et les intégrer , pour la première 
fois, en début de synthèse. En outre, ce principe peut être appliqué à d’autres systèmes 
enzymatiques pour la production de cibles d’intérêt thérapeutiques. 
 
Suite à la validation de l’approche, nos efforts se sont concentrés sur l’optimisation de l’étape 
enzymatique. Il s’agissait alors de créer des mutants améliorés en termes de rendement en 
disaccharide cible et d’efficacité catalytique vis-à-vis de leur donneur, le saccharose. Celle-ci a été 
fortement altérée par l’introduction d’une simple mutation. Pour cela, nous avons entrepris une 
exploration plus approfondie du sous-site +1 de l’ASNP qui requérait au préalable une méthode 
de criblage plus adaptée à des banques de grande taille. 
 
5- Développement d’une nouvelle méthode de criblage 
 
Afin de sélectionner uniquement les mutants actifs de l’ASNP, nous avons développé une 
nouvelle méthode de criblage, réalisée sur milieu solide et basée sur l’utilisation d’un 
indicateur coloré de pH (le Bleu de BromoThymol, BBT). Cette méthode permet de différencier, 
en 24h les clones actifs (colorés en jaune ou vert, pH pH<6) des clones inactifs (colorés en bleu, 
pH>7,5) puisque les amylosaccharases actives libèrent du fructose qui sera métabolisé par les 
enzymes d’E. coli pour libérer de l’acide. Cette méthode a été appliquée avec succès à des 
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banques de double-mutants permettant de réduire la taille des banques à seulement 8 % de clones 
actifs. Ce principe pourra, à l’avenir, être extrapolé au criblage d’autres glucane-saccharases, 
voire d’autres transglycosidases. 
 
Dans le cadre de notre étude, cette méthode présente, cependant, ses limites puisqu’elle ne 
sélectionne pas les clones faiblement actifs sur saccharose mais qui seront activés en présence 
d’accepteurs (tels que I228Y ou F290D). L’introduction des accepteurs cibles dans le test 
colorimétrique au pH est une possibilité à envisager. 
 
6- Exploration du sous site (+1) de l’amylosaccharase par recombinaison raisonnée 
 
Au vu des résultats positifs obtenus sur les 7 positions de la banque de mono-mutants, nous avons 
décidé de générer une diversité plus importante, focalisée sur ces mêmes positions, et de 
rechercher des effets synergiques entre les différentes mutations pour améliorer la réaction de 
glucosylation des accepteurs cibles. Quatre banques de variants (20 000 clones) présentant deux 
mutations voisines ou distantes ont ainsi été construites par mutagenèse à saturation. Vingt 
double-mutants ont été identifiés comme potentiellement améliorés (5 pour la glucosylation 
de l’α-methyl L-rhamnose et 15 pour celle de l’ α-allyl N-acétyl-D-glucosamine). Ces mutants 
devront être produits à plus grande échelle pour évaluer plus précisément leur gain. 
Pour établir une cartographie fonctionnelle du sous-site (+1) de l’amylosaccharase, la 
recombinaison de l’ensemble de ces positions apparaît comme la stratégie idéale. 
L’exploration de la diversité d’une telle banque dont la taille théorique est d’environ 108 variants 
est très élevée. Cela nécessitera le développement de méthodes de criblage à haut-débit adaptées 
aux accepteurs cibles. En parallèle, il serait évidemment très avantageux de pouvoir disposer 
d’outils de criblage virtuel performants nous permettant de réduire l’exploration 
expérimentale. Pour le développement de tels types d’outils, il est absolument indispensable de 
disposer d’un jeu de données assez large pour valider la justesse des prédictions de changement de 
spécificité. Nous disposons aujourd’hui de ces données et envisageons de les mettre à profit pour 
développer des outils innovants de criblage virtuel. 
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Séquence nucléotidique et protéique de l'amylosaccharase de Neisseria polysaccharea   
 
Les éléments de structure secondaire sont colorés en jaune pour les feuillets β et en rouge pour les hélices α. Les 
domaines N, B, B' et C sont grisés. Les résidus de la triade catalytique sont indiqués en orange. Les 7 positions 
qui ont été ciblées dans cette étude pour remodeler le sous-site +1 de l’ASNP encadrées en bleu. La séquence est 
numérotée d'après la séquence déposée dans la Protein Data Bank (numéro d'accés : 1G5A). 
Domaine N 
   fS   P   N   S   Q   Y   L   K   T   R   I   L   D   I   Y   T   P   Ef     18 
   TCC CCG AAT TCA CAG TAC CTC AAA ACA CGC ATC TTG GAC ATC TAC ACG CCC GAA     54 
  
   fQ   R   A   G   I   E   K   S   E   D   W   R   Q   F   S   R   R   Mf     36 
   CAG CGC GCC GGC ATC GAA AAA TCC GAA GAC TGG CGG CAG TTT TCG CGC CGC ATG    108 
  
   fD   T   H   F   P   K   L   M   N   E   L   D   S   V   Y   G   N   Nf     54 
   GAT ACG CAT TTC CCC AAA CTG ATG AAC GAA CTC GAC AGC GTG TAC GGC AAC AAC    162 
  
   fE   A   L   L   P   M   L   E   M   L   L   A   Q   A   W   Q   S   Yf     72 
   GAA GCC CTG CTG CCT ATG CTG GAA ATG CTG CTG GCG CAG GCA TGG CAA AGC TAT    216 
  
   fS   Q   R   N   S   S   L   K   D   I   D   I   A   R   E   N   N   Pf     90 
   TCC CAA CGC AAC TCA TCC TTA AAA GAT ATC GAT ATC GCG CGC GAA AAC AAC CCC    270 
     β1 
    D   W   I   L   S   N   K   Q   V  fG   G   V   Cf  Y   V   D   L   F     108 
   GAT TGG ATT TTG TCC AAC AAA CAA GTC GGC GGC GTG TGC TAC GTT GAT TTG TTT    324 
     α1 
    A   G   D   L  fK   G   L   K   D   K   I   P   Y   F   Q   E   L   Gf    126 
   GCC GGC GAT TTG AAG GGC TTG AAA GAT AAA ATT CCT TAT TTT CAA GAG CTT GGT    378 
         β2 
    L   T   Y  dL   H   L   Md  P   L   F   K   C   P   E   G   K   S   D     144 
   TTG ACT TAT CTG CAC CTG ATG CCG CTG TTT AAA TGC CCT GAA GGC AAA AGC GAC    432 
  
    G   G   Y   A   V   S   S   Y   R   D   V   N   P   A   L   G   T   I     162 
   GGC GGC TAT GCG GTC AGC AGC TAC CGC GAT GTC AAT CCG GCA CTG GGC ACA ATA    486 
   α2                β3 
   fG   D   L   R   E   V   I   A   A   L   H   Ef  A   G   I  fS   A   Vf    180 
   GGC GAC TTG CGC GAA GTC ATT GCT GCG CTG CAC GAA GCC GGC ATT TCC GCC GTC    540 
Domaine B 
   fV   D   Ff  I  fF   N   H   T   S   N   E   H   E   W   A   Q   R   Cf    198 
   GTC GAT TTT ATC TTC AAC CAC ACC TCC AAC GAA CAC GAA TGG GCG CAA CGC TGC    594 
  
   fA   A   G   D   P   L   F   D   N   F   Y   Y   I   F   P   D   R   Rf    216 
   GCC GCC GGC GAC CCG CTT TTC GAC AAT TTC TAC TAT ATT TTC CCC GAC CGC CGG    648 
  
   fM   P   D   Q   Y   D   R   T   L   R   E   I   F   P   D   Q   H   Pf    234 
   ATG CCC GAC CAA TAC GAC CGC ACC CTG CGC GAA ATC TTC CCC GAC CAG CAC CCG    702 
  
   fG   G   F   S   Q   L   E   D   G   R   W   V   W   T   T   F   N   Sf    252 
   GGC GGC TTC TCG CAA CTG GAA GAC GGA CGC TGG GTG TGG ACG ACC TTC AAT TCC    756 
       α3 
   fF   Q   W   D   L   N   Y   Sf  N  fP   W   V   F   R   A   M   A   Gf    270 
   TTC CAA TGG GAC TTG AAT TAC AGC AAC CCG TGG GTA TTC CGC GCA ATG GCG GGC    810 
        β4 
   fE   M   L   F   L   A   N   Lf  G   V   D  fI   L   R   M   Df  A   V     288 
   GAA ATG CTG TTC CTT GCC AAC TTG GGC GTT GAC ATC CTG CGT ATG GAT GCG GTT    864 
  
    A   F   I   W   K   Q   M   G   T   S   C   E   N   L   P  fQ   A   Hf    306 
   GCC TTT ATT TGG AAA CAA ATG GGG ACA AGC TGC GAA AAC CTG CCG CAG GCG CAC    918 
  α4 
   fA   L   I   R   A   F   N   A   V   M   R   If  A   A   P   A   V   F     324 
   GCC CTC ATC CGC GCG TTC AAT GCC GTT ATG CGT ATT GCC GCG CCC GCC GTG TTC    972 
            β5               α5 
    F  fK   S   Ef  A   I   V   H   P  fD   Q   V   V   Q   Yf  I   G   Q     342 
   TTC AAA TCC GAA GCC ATC GTC CAC CCC GAC CAA GTC GTC CAA TAC ATC GGG CAG   1026 
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        β6 
    D   E   C   Q  fI   G   Yf  N   P   L   Q   M   A   L   L   W   N   T     360 
   GAC GAA TGC CAA ATC GGT TAC AAC CCC CTG CAA ATG GCA TTG TTG TGG AAC ACC   1080 
     α6 
    L   A   T   R   E   V  fN   L   L   H   Q   A   L   T   Yf  R   H   N     378 
   CTT GCC ACG CGC GAA GTC AAC CTG CTC CAT CAG GCG CTG ACC TAC CGC CAC AAC   1134 
 
         β7 
    L   P   E   H   T  fA   W   V   N   Yf  V   R   S   H   D   D   I  fGf    396 
   CTG CCC GAG CAT ACC GCC TGG GTC AAC TAC GTC CGC AGC CAC GAC GAC ATC GGC   1188 
 
 Domaine B' 
   fW   T   F   A   D   E   D   A   A   Y   L   G   I   S   G   Y   D   Hf    414 
   TGG ACG TTT GCC GAT GAA GAC GCG GCA TAT CTG GGC ATA AGC GGC TAC GAC CAC   1242 
  
   fR   Q   F   L   N   R   F   F   V   N   R   F   D   G   S   F   A   Rf    432 
   CGC CAA TTC CTC AAC CGC TTC TTC GTC AAC CGT TTC GAC GGC AGC TTC GCT CGT   1296 
  
   fG   V   P   F   Q   Y   N   P   S   T   G   D   C   R   V   S   G   Tf    450 
   GGC GTA CCG TTC CAA TAC AAC CCA AGC ACA GGC GAC TGC CGT GTC AGT GGT ACA   1350 
  
   fA   A   A   L   V   G   L   A   Q   Df  D   P   H   A  fV   D   R   If    468 
   GCC GCG GCA TTG GTC GGC TTG GCG CAA GAC GAT CCC CAC GCC GTT GAC CGC ATC   1404 
  α7     β8 
   fK   L   L   Y   S   I   A   L   Sf  T   G   G   L  fP   L   I   Yf  L     486 
   AAA CTC TTG TAC AGC ATT GCT TTG AGT ACC GGC GGT CTG CCG CTG ATT TAC CTA   1458 
  
    G   D   E   V   G   T   L   N   D   D   D   W   S   Q   D   S   N   K     504 
   GGC GAC GAA GTG GGT ACG CTC AAT GAC GAC GAC TGG TCG CAA GAC AGC AAT AAG   1512 
  
    S   D   D   S   R   W   A   H   R   P   R   Y   N   E   A   L   Y   A     522 
   AGC GAC GAC AGC CGT TGG GCG CAC CGT CCG CGC TAC AAC GAA GCC CTG TAC GCG   1566 
      α8 
    Q   R   N   D   P   S   T   A  fA   G   Q   I   Y   Q   G   L   R   Hf    540 
   CAA CGC AAC GAT CCG TCG ACC GCA GCC GGG CAA ATC TAT CAG GGC TTG CGC CAT   1620 
  
   fM   I   A   V   R   Q   Sf  N   P   R   F   D   G   G  fR   L   V   Tf    558 
   ATG ATT GCC GTC CGC CAA AGC AAT CCG CGC TTC GAC GGC GGC AGG CTG GTT ACA   1674 
 Domaine C 
   fF   N   T   N   N   K   H   I   I   G   Y   I   R   N   N   A   L   Lf    576 
   TTC AAC ACC AAC AAC AAG CAC ATC ATC GGC TAC ATC CGC AAC AAT GCG CTT TTG   1728 
  
   fA   F   G   N   F   S   E   Y   P   Q   T   V   T   A   H   T   L   Qf    594 
   GCA TTC GGT AAC TTC AGC GAA TAT CCG CAA ACC GTT ACC GCG CAT ACC CTG CAA   1782 
  
   fA   M   P   F   K   A   H   D   L   I   G   G   K   T   V   S   L   Nf    612 
   GCC ATG CCC TTC AAG GCG CAC GAC CTC ATC GGT GGC AAA ACT GTC AGC CTG AAT   1836 
  
   fQ   D   L   T   L   Q   P   Y   Q   V   M   W   L   E   I   Af            628 
   CAG GAT TTG ACG CTT CAG CCC TAT CAG GTC ATG TGG CTC GAA ATC GCC           1884 
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